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SOMMAIRE 
Chez les végétaux, la mort cellulaire programmée (MCP) permet d'assurer le 
développement optimal de la plante et de protéger l'organisme contre différents stress 
biotiques et abiotiques. Peu d'effecteurs de la MCP végétale sont connus et caractérisés. 
L'objectif de ce projet de maîtrise était donc d'améliorer nos connaissances sur l'un de 
ces effecteurs : la protéine anti-apoptotique Bax inhibitor-1 (BI-1). Chez les plantes, BI-1 
possède un rôle de protection contre la MCP induite par différents stress et ce projet s'est 
intéressé à la caractérisation de ce rôle pour trois agents stressants. L'utilisation de 
différents mutants nuls et surexpresseurs d'AtBI-1 chez la plante modèle Arabidopsis 
thaliana pour des tests de germination et l'extraction de la chlorophylle a permis la 
démonstration d'un rôle de protection d'AtBI-1 contre la MCP induite par les UV-C et le 
méthyl viologène puisque son absence augmente la sensibilité des plantules. Par contre, 
dans les conditions utilisées, AtBI-1 ne semble pas jouer de rôle de protection contre une 
MCP induite par les cytokinines. La suite du projet s'est concentrée sur la régulation du 
gène AtBI-1 suite à une irradiation aux UV-C. Une région régulatrice spécifique aux UV-
C a pu être identifiée grâce à une série de constructions comprenant la région régulatrice 
d'AtBI-I coupée à différents sites de restriction et couplée au gène rapporteur GUS. Cette 
région régulatrice est probablement impliquée dans la régulation négative du gène 
puisque sa délétion entraîne une forte augmentation de l'expression basale & AtBI-1. 
Enfin, une analyse bio-informatique de cette région régulatrice spécifique aux UV-C a 
permisTidèntification de plusieurs motifs et sites de liaison pouvant potentiellement être 
impliqués dans la régulation d'AtBI-1 par les UV-C. De plus, des essais de gel à 
retardement sur cette région régulatrice montrent qu'elle est liée par un facteur nucléaire 
en conditions normales et qu'il y a perte de cette liaison suite à un traitement aux UV-C. 
L'identification de ce facteur nucléaire permettra de déterminer son implication dans la 
régulation d, AtBI-1 par les UV-C. 
Mots-clés : Arabidopsis thaliana, Bax inhibitor-1 (BI-1), mort cellulaire programmée 
(MCP), UV-C, GT-1 
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INTRODUCTION 
A. LES ULTRAVIOLETS-C 
Les ultraviolets (UV) correspondent à la portion du spectre lumineux émettant un 
rayonnement entre 200 et 400 nm. Les UV, qui représentent 8 à 9 % des radiations 
émises par le soleil (Frederick, 1993), sont divisés en trois classes. Les UV-A (320-400 
nm) sont les rayons UV les moins dommageables pour les êtres vivants et sont peu filtrés 
par la couche d'ozone. Les UV-B (180-320 nm) peuvent induire plusieurs dommages aux 
plantes et autres êtres vivants qui y sont exposés. Ces rayons sont partiellement filtrés par 
la couche d'ozone et ne représentent que 1,5 % du rayonnement atteignant la surface de 
la Terre. Les UV-C (200-280 nm) sont les plus dangereux pour les êtres vivants, mais ils 
sont complètement bloqués par la couche d'ozone et ne parviennent donc pas jusqu'à la 
surface de la Terre (Caldwell et al., 1989). Cependant, à l'ère Précambrienne, c'est-à-dire 
avant la formation de la couche d'ozone, une quantité importante d'UV-C parvenait 
jusqu'à la surface de la Terre (Cockell, 2000). Les organismes vivants étaient donc 
exposés aux UV-C, et encore aujourd'hui les algues ayant émergé à cette époque sont 
moins sensibles aux effets néfastes des UV-C que celles qui sont apparues après la 
formation 4e la couche d'ozone (Gao et al., 2009). Cette première section portera sur les 
effets des UV-C sur les plantes et les mécanismes de protection qu'elles possèdent. 
A.l Effets des UV-C sur les plantes 
Les UV-C possèdent suffisamment d'énergie pour briser des liens chimiques et 
provoquer diverses réactions photochimiques à l'intérieur des cellules (Kovacs et 
Keresztes, 2002). L'exposition des plantes à des doses d'UV-C plus ou moins 
importantes provoque donc des dommages à plusieurs niveaux. 
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A.1.1 Dommages à l'ADN 
L'ADN est la cible la plus affectée par une irradiation aux UV-C. La sensibilité de 
l'ADN aux UV-C est principalement due à son spectre d'absorption dont le pic maximal 
situé à 260 nm se trouve dans les longueurs d'ondes émises par les UV-C (Clingen et al., 
1995; Hollosy, 2002). Une exposition aux UV-C peut causer la formation de deux 
photoproduits principaux : les dimères de pyrimidines de type cyclobutane (CPD) et les 
pyrimidines (6,4) pyrimidones (figure 1). Les CPD représentent environ 75 % des lésions 
à l'ADN et les photoproduits (6,4) environ 25 %. Ces 2 types de lésion se forment lors de 
la dimérisation de deux pyrimidines situées côte à côte sur un même brin d'ADN (Perdiz 
et al., 2000). De plus, les espèces réactives de l'oxygène (ROS) produites par l'exposition 
aux UV-C inactiveraient la photolyase CPD, l'enzyme responsable de la réparation des 
CPD, ce qui contribue à augmenter la sévérité des dommages causés par l'irradiation 
(Takeuchi et al., 2007). 
O 
dipyrimidines 
3* 
(6-4) photoproduct 
Figure 1. Photoproduits causés par une irradiation aux UV-C 
Figure tirée de Li et al., 2006. 
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La présence des photoproduits causés par une irradiation aux UV-C peut entraîner des 
mutations lors de la réplication de l'ADN ou même bloquer complètement la réplication 
(Jiang et Taylor, 1993). Cependant, en petite quantité, la présence de ces photoproduits 
peut également amener une résistance contre certains agents pathogènes. En effet, une 
irradiation à 254 nm d'Arabidopsis thaliana induit une résistance dose et temps 
dépendante contre l'agent pathogène Hyaloperonosporaparasitica (Kunz et al., 2008). 
A.1.2 Production de ROS 
La formation de ROS survient suite à l'exposition des plantes à différents stress biotiques 
et abiotiques. Chez A. thaliana, une exposition aux UV-C à une dose de 30 kJ/m2 génère 
une brève flambée oxydative, principalement au niveau des mitochondries et des 
chloroplastes (Gao et al., 2008a). Cette production de ROS est observée 30 min à 1 heure 
suite au traitement et seulement en conditions photoréactives (Gao et al., 2008a). Les 
différents types de ROS formés (O2"", H2O2, '02, HO2"", OH", ROOH, ROO" et RO') sont 
très toxiques et vont causer des dommages à plusieurs niveaux (Gill and Tuteja, 2010). 
Les organites les plus touchés seront ceux à proximité de la flambée oxydative, donc les 
mitochondries et les chloroplastes, puisque les ROS sont très réactifs et parcourent très 
peu de distance avant de réagir avec une molécule de la cellule (Gill et Tuteja, 2010). 
Les mitochondries sont un site majeur de production de ROS, principalement H2O2 
(Rasmusson et al., 2004) et le traitement aux UV-C vient accentuer cette production de 
façon transitoire (Gao et al., 2008a). Cela entraîne une perte du potentiel 
transmembranaire des mitochondries (MTP) (Gao et al., 2008a). Chez les cellules 
animales, un traitement aux UV amène également une perte du MTP et ce phénomène 
coïncide avec l'activation de l'apoptose (Wu et al., 2007). Chez les plantes, la perte de 
MTP est également associée avec la mort cellulaire programmée (MCP) (Yao et al., 
2004). L'exposition aux UV-C amène également la perte de la mobilité des 
mitochondries qui se retrouvent alors massivement en amas autour des chloroplastes ou 
en agrégats ailleurs dans le cytoplasme (Gao et al., 2008a). Cela peut indiquer une 
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dysfonction de ces organelles. Enfin, la présence de ROS peut amener la peroxydation 
des lipides qui se trouvent dans la membrane de la mitochondrie (Aimeras et al., 2003). 
La peroxydation des lipides (LPO) est considérée, avec les dommages à l'ADN, comme 
l'un des processus causant le plus de dommages aux cellules. Ce phénomène (figure 2) 
peut être initié par différents types de ROS et provoque une réaction en chaîne en 
produisant de nouveaux radicaux capables d'entraîner une LPO à leur tour (Montillet et 
al., 2005). La principale conséquence de la LPO est de diminuer la fluidité des 
membranes. Cela favorise les échanges entre les deux couches des membranes et les rend 
perméables à des molécules qui nécessitent habituellement des canaux spécifiques, ce qui 
peut entraîner des dommages aux protéines membranaires et inactiver des récepteurs, des 
enzymes et des canaux ioniques (Gill et Tuteja, 2010). Une irradiation aux UV provoque 
une accumulation de malondialdéhyde et H2O2, des précurseurs de la LPO (Agarwal, 
2007). De plus, l'utilisation de faibles doses d'UV-C (3,7 kJ/m2) augmente également la 
LPO au niveau des fruits de la tomate durant les 5 jours suivants le traitement (Ait Barka 
et al., 2000). 
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Étape d'initiation : 
RH + OH* -• R« + H20 
(lipide) (radical alkyle) 
Étape de progression : 
R* + O2 —* ROO* 
(radical peroxyle) 
ROO* + RH -• ROOH + R» 
ROOH —• RO* (Époxydes, hydroperoxides, glycol, aldéhydes) 
Étape de terminaison : 
R* + R* -• R + R 
(dimère d'acide gras) 
R* + ROO -> ROOR 
ROO* + ROO» -> ROOR + 02 
(produits cross-linked) 
Figure 2. Étape de la peroxydation des lipides 
Figure modifiée de Gill et Tuteja, 2010. 
Les chloroplastes sont également de grands producteurs de ROS, notamment pendant la 
photosynthèse lors de la génération d'oxygène qui peut alors accepter un électron pour 
former du O2*" (Gill et Tuteja, 2010). Les ROS produits par les chloroplastes sont 
reconnus pour être impliqués dans la réponse hypersensible ainsi que la MCP induite par 
différents stress oxydatifs (Mur et al., 2008; Chen et Dickman, 2004). Lors d'un 
traitement aux UV-C, les dommages provoquent principalement la photoinhibition du 
photosystème II (PSII). Le photorécepteur des UV-C est le manganèse (Mn) qui est alors 
relâché du complexe d'oxydation de l'eau (COE) au niveau de la lumière des thylacoïdes 
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(Hakala et al., 2005). L'absence de Mn au niveau du PSD empêche la photoinhibition par 
les UV (Barbato et al., 1995). Les UV-C inactivent le COE en empêchant le transfert 
d'électrons au niveau du Peso, ce qui provoque des dommages au PSII (Hakala et al., 
2005). De plus, l'accumulation de ROS inhibe la synthèse de nouvelles protéines, ce qui 
inhibe le mécanisme de réparation du PSII (Murata et al., 2007). 
En plus de limiter la synthèse de certaines protéines, la présence de ROS peut provoquer 
l'oxydation des protéines. Ces changements sont habituellement irréversibles à 
l'exception de ceux impliquant les acides animés qui contiennent du souffre (Ghezzi et 
Bonetto, 2003). L'oxydation des protéines se produit plus souvent au niveau des acides 
aminés Arg, His, Lys, Pro, Thr, Trp, Cys et Met, et les modifications altèrent ou inhibent 
leurs activités (Moller et al., 2007). La carbonylation est le changement le plus important 
et il se produit principalement au niveau des protéines des mitochondries, des 
chloroplastes et du peroxysome (Bartoli et al., 2004). Les dommages aux protéines 
peuvent également être causés par les produits de la LPO (Millar et Leaver, 2000). Chez 
la tomate, suite à un traitement aux UV-C, on note aussi une baisse du compte total des 
protéines qui est dose dépendante (Maharaj et al., 2010). 
A.2 Protection des plantes 
Les plantes possèdent plusieurs mécanismes de défense structuraux et enzymatiques leur 
permettant de résister à une irradiation aux UV-C. 
A.2.1 Protection physique 
Pour provoquer des dommages à la plante, les UV-C doivent d'abord pénétrer les tissus. 
La première barrière rencontrée est alors l'épiderme dont la première couche a la capacité 
d'altérer la quantité et la qualité de la lumière qui pénètre dans les couches cellulaires 
subséquentes (Hoque and Remus, 1996). L'épiderme est souvent recouvert de poils et de 
trichomes qui contiennent des composés absorbant les UV et qui jouent alors un rôle de 
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protection contre les radiations (Skaltsa et al., 1994). Enfin, la cire présente à la surface 
de l'épiderme permet de réfléchir une partie de la lumière qui peut aller de moins de 5 % 
des rayons à près de 70 % chez certaines espèces (Robberecht et al., 1980). 
Les composés qui absorbent les radiations au niveau des régions exposées sont 
principalement des pigments appartenant aux groupes des caroténoïdes et des 
flavonoïdes. Chez les organismes photosynthétiques, la (î-carotène, la zéaxantine et les 
tocophérols sont des caroténoïdes capables de dissiper l'excès d'énergie des rayons UV, 
participer à l'élimination des ROS et supprimer la LPO (Penuelas et Munne-Bosch, 
2005). Les flavonoïdes sont des pigments non-photosynthétiques qui permettent la 
formation des anthocyanines et jouent un rôle important dans la protection contre les UV-
C (Winkel-Shirley, 2002). Ils s'accumulent principalement dans les vacuoles et les 
régions aériennes exposées aux rayons UV (Vierstra et al., 1982). Une exposition aux UV 
favorise une accumulation des flavonoïdes sous leur forme glycolysée, ce qui permet aux 
pigments d'absorber la lumière dans la région comprise entre 280 et 320 nm 
(Solovchenko et Schmitz-Eiberger, 2003). Enfin, les plantes mutantes au niveau de la 
voie de synthèse des flavonoïdes sont beaucoup plus sensibles aux rayons UV que les 
plantes capables d'accumuler ces pigments (Cle et al., 2008; Filkowski et al., 2004). 
A.2.2 Réparation de l'ADN 
Les plantes possèdent plusieurs mécanismes de réparation de l'ADN afin de maintenir 
l'intégrité de leur génome suite à des dommages comme ceux provoqués par les UV-C. 
Ces mécanismes sont classés en deux groupes : les mécanismes dépendants de la lumière 
et les mécanismes indépendants de la lumière ou de noirceur (Quaite et al., 1994). 
La photoréactivation (PR) est un mécanisme dépendant de la lumière. La PR permet de 
renverser la production de dimères de pyrimidines grâce à l'action de la photolyase 
(Thompson et Sancar, 2002). La photolyase est une enzyme très spécifique qui agit à 
l'aide de deux cofacteurs dont l'un des deux est toujours FADH" (Sancar, 2003). Lors de 
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la PR, la photolyase lie directement la lésion de l'ADN et la réparation s'effectue grâce à 
l'absorption de la lumière bleue (300 à 600 nm) (Kimura et al., 2004). Le génome d'A 
thaliana contient 6 gènes codant pour des photolyases dont UVR2 et UVR3 qui sont 
spécifiques aux CPDs et aux photoproduits (6,4) (Jiang et al., 1997). De plus, le mutant 
uvr2 est plus sensible aux UV-C que les plantes de type sauvage (Landry et al., 1997). 
La réparation par excision de nucléotides (NER) est également très importante dans la 
réparation des dommages causés par les UV. La NER n'est pas dépendante de la lumière 
et reconnaît une gamme de dommages à l'ADN plus grande que la PR (Batty et Wood, 
2000). Une fois les dommages reconnus, une endonucléase va retirer une région de 24 à 
32 nucléotides du brin d'ADN endommagé. À ce moment, la protéine RPA (replication 
protein A) se lie à l'ADN pour stabiliser la structure ouverte et protéger le brin d'ADN 
intact. Enfin, la portion excisée est réparée par simple réplication de l'ADN par la 
polymérase ô ou e (Tuteja et al., 2001). Chez A thaliana, la NER est modulée par AtCen2 
(Centrine 2) et les mutants déficients en AtCen2 ont un moins bon taux de réparation des 
dommages à l'ADN causés par les UV-C (Molinier et al., 2004). D'autres mutants d'A. 
thaliana comme uvh3 et uvhô touchent également des composants de la NER et sont plus 
sensibles à un traitement aux UV (Liu et al., 2003). 
Le dernier mécanisme de réparation de l'ADN, la réparation par excision de base (BER) 
est moins spécifique aux UV, mais impliqué dans la réparation des dommages causés par 
les ROS (Tuteja et al., 2009). Les dommages sont reconnus par une glycosylase qui clive 
la base endommagée au niveau du sucre-phosphate pour former un site abasique. Ce site 
est reconnu par une endonuclase qui excise la base en 5' (Sakumi et Sekiguchi, 1990). La 
polymérase p peut alors remplacer la base qui a été enlevée, puis la réparation se termine 
par l'action de la ligase I ou III (Matsumoto et Kim, 1995). Bien que la BER ait été 
rapportée chez les plantes, certaines des protéines impliquées, comme la polymérase (3 et 
la ligase III, sont absentes de leur génome (Kimura et Sakaguchi, 2006). 
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A.2.3 Élimination des ROS 
Les plantes possèdent plusieurs moyens de défense impliquant des mécanismes 
antioxydants afin d'éliminer les ROS produits par un stress comme une irradiation aux 
UV-C. Ces mécanismes de défense sont classés en 2 groupes : les mécanismes 
enzymatiques et les mécanismes non-enzymatiques (Mittler et al., 2004). 
La superoxyde dismutase (SOD) est l'antioxydant enzymatique le plus efficace et le plus 
répandu chez les organismes aérobiques. La SOD est présente dans tous les 
compartiments cellulaires et agit comme première ligne de défense contre l'accumulation 
des ROS (Mittler, 2002). La SOD permet de réduire O2' en H2O2 et O2 et diminue les 
chances de formation de OH* via la réaction de Haber-Weiss (Mittler, 2002). Pour 
accomplir son rôle, la SOD a besoin d'un ion métallique qui peut être du cuivre (Cu) ou 
du zinc (Zn) pour Cu/ZnSOD qu'on retrouve dans le cytosol et les chloroplastes, du 
manganèse pour MnSOD qu'on retrouve dans les mitochondries et les peroxysomes et du 
fer (Fe) pour FeSOD qu'on retrouve dans les chloroplastes (del Rio et al., 2002). Les 
plantes possèdent plusieurs gènes codant pour les SOD, par exemple, le génome d'A. 
thaliana contient 3 FeSOD, 3 Cu/ZnSOD et 1 MnSOD (Kliebenstein et al., 1999). 
L'activité des SOD est fortement augmentée par certains stress dont un traitement aux 
UV (Agarwal, 2007). 
Plusieurs autres enzymes participent à l'élimination des ROS. Les catalases (CAT) 
permettent la conversion du H2O2 en H2O et O2 à un rythme de 6 millions de réactions 
par minute (Gill et Tuteja, 2010). L'action des CAT est importante au niveau des 
peroxysomes et leur activité augmente suite à un traitement aux UV (Agarwal, 2007). 
Une autre enzyme, la peroxydase d'ascorbate permet de produire deux molécules d'eau à 
partir du H2O2. Il s'agit de l'enzyme avec la plus grande affinité pour le H2O2, ce qui lui 
confère un rôle crucial dans l'élimination des ROS (Gill et Tuteja, 2010). Enfin, plusieurs 
autres peroxydases, réductases et S-transférases participent également à l'élimination des 
ROS suite à un stress oxydatif (Romero-Puertas et al., 2006; Asada, 1999; Dixon et al., 
2009). 
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Plusieurs antioxydants non-enzymatiques permettent de prévenir ou minimiser les 
dommages causés par les ROS. L'acide ascorbique (ASH) est considéré comme le 
meilleur d'entre eux vu sa grande capacité à donner des électrons. L'ASH permet de 
protéger les membranes en éliminant directement O2*" et OH« en régénérant de l'a-
tocophérol (Smirnoff, 2000). Le contenu en ASH est fortement augmenté suite à un 
traitement aux UV (Agarwal, 2007). Le glutathion (GSH) est un tri-peptide (yGlu-Cys-
Gly) qui est très important pour l'élimination des ROS. Sa forme réduite se trouve dans 
tous les compartiments cellulaires et agit comme substrat pour de nombreuses réactions 
permettant d'éliminer H2O2 et OH» (Foyer et Noctor, 2005). De plus, le GSH permet 
la régénération d'ASH via le cycle ASH-GSH (Halliwell et Foyer, 1976). Enfin, la 
proline peut également être considérée comme un antioxydant capable de protéger les 
cellules du stress causé par les UV et H2O2 (Chen et Dickman, 2005). 
A.2.4 Accumulation des dommages 
Suite à une exposition aux UV-C, l'accumulation de dommages, principalement au 
niveau de l'ADN et des mitochondries, peut entraîner la mort cellulaire programmée des 
cellules touchées (figure 3) si les mécanismes de protection de la plante ne parviennent 
pas à les éliminer. Cependant, un traitement à faibles doses d'UV-C peut également aider 
à prévenir la sénescence de certains fruits lors de leur entreposage (Maharaj et al., 2010; 
Pombo et al., 20ri). 
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Figure 3. Modèle représentant les dommages causés par les UV-C menant à la MCP 
Figure tirée de Gao et al., 2008b. 
B. MORT CELLULAIRE PROGRAMMÉE (MCP) 
La MCP est un processus essentiel pour tous les êtres pluricellulaires. Toutes les cellules 
des organismes pluricellulaires possèdent la capacité d'enclencher leur propre mort pour 
permettre la survie de l'organisme (Kimchi, 2007). La MCP permet alors d'éliminer les 
cellules dysfonctionnelles et potentiellement dangereuses pour l'organisme. La MCP 
permet également d'assurer le développement optimal de l'organisme en éliminant les 
cellules devenues inutiles ou en permettant la formation de structures importantes comme 
les vaisseaux du xylème (Greenberg, 1996). Enfin, la MCP joue un rôle de protection 
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contre différents stress biotiques et abiotiques, notamment lors de la mise en place de la 
réponse hypersensible (RH) (Greenberg et Yao, 2004). 
De nombreux types de MCP existent chez les cellules eucaryotes. On distingue la MCP 
par son caractère organisé et contrôlé par opposition à la nécrose qui serait un phénomène 
incontrôlé et accidentel (Lockshin et Zakeri, 2004). La nécrose est caractérisée par un 
gonflement de la cellule qui a perdu sa capacité à maintenir son équilibre osmotique. 
L'accumulation d'eau et d'ions mène alors à la lyse de la cellule sans que cette dernière 
n'intervienne dans sa propre mort (Lennon et al., 1991). La ligne entre la MCP et la 
nécrose peut être très mince puisque ces deux types de mort peuvent être induits par les 
mêmes stimuli. En effet, lors d'une exposition aux UV-B, les kératinocytes entrent en 
apoptose suite à une faible irradiation et en nécrose suite à une forte irradiation 
(Mammone et al., 2000). D'ailleurs, certaines équipes affirment que la nécrose ne serait 
peut-être pas un phénomène désordonné, mais bien un type de MCP (Golstein et 
Kroemer, 2007; Proskuryakov et al., 2003). Cette deuxième section portera sur différents 
types de MCP retrouvés chez les cellules animales et végétales. 
B.l Apoptose 
L'apoptose animale est le type de MCP le plus étudié et le mieux caractérisé. Ce type de 
MCP est caractérisé par la condensation de la cellule, la fragmentation du noyau, la 
formation de corps apoptotiques et l'engouffrement de la cellule par une autre cellule qui 
terminera la dégradation de la cellule apoptotique à l'intérieur de ses lysosomes (Kerr, 
2002; van Doom, 2005). Une de ces caractéristiques, l'engouffrement d'une cellule par 
une autre cellule vivante, n'est présente dans aucun type de MCP végétale, probablement 
à cause de la barrière physique créée par la paroi cellulaire (van Doorn, 2005). D'autres 
caractéristiques sont souvent associées à l'apoptose, notamment l'activation de caspases, 
la condensation de la chromatine et la fragmentation de l'ADN. On retrouve cependant 
ces caractéristiques dans d'autres types de MCP comme l'autophagie et elles ne sont pas 
essentielles à tous les types d'apoptose (Baehrecke, 2003; Orrenius et al., 2003). Chez les 
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plantes, le type de MCP qui présente certaines de ces caractéristiques morphologiques est 
appelée MCP apoptose-like (Reape et McCabe, 2008). 
La signalisation menant à la mort de la cellule par apoptose peut utiliser deux voies : la 
voie extrinsèque et la voie intrinsèque (Krammer, 2000). 
La voie extrinsèque est initiée par la stimulation d'un des membres de la famille DR 
(death receptor). À ce jour, la famille DR comprend six membres (TNF-R1, CD95, APO-
1/FAS, DR3, TRAIL-R1 et TRAIL-R2) qui sont caractérisés par la présence d'une région 
cytoplasmique appelée DD (death domain) (Lavrik et al., 2005; Tartaglia et al., 1993). Le 
domaine DD joue un rôle crucial dans la transduction du signal apoptotique (Weber et 
Vincenz, 2001). Lorsqu'un membre de la famille DR est activé par un ligant DL (death 
ligand), cela provoque la formation du complexe DISC (death-inducing signaling 
complex) (Kischkel et al., 1995). La formation du complexe DISC permet l'activation des 
procaspases-8/10 qui vont à leur tour initier l'activation des caspases-3/6/7 (Lavrik et al., 
2005). Les caspases vont alors cliver leurs substrats, principalement des protéines avec un 
rôle important au niveau des fonctions normales de la cellule, ce qui va entraîner la mort 
de la cellule (figure 4) (Lavrik et al., 2005). L'apoptose peut cependant être bloquée à 
différents niveaux. L'activation de la procaspase-8 par le complexe DISC peut être 
bloquée par la protéine c-FLIP (cellular FLICE-inhybitory protein) (Thome et al., 1997). 
En fait, au niveau de la voie extrinsèque, la décision d'entrer ou non en apoptose dépend 
principalement du ratio entre la procaspase-8 et la protéine c-FLIP au niveau du 
complexe DISC (Bentele et al., 2004). Enfin, l'apoptose peut être bloquée par un groupe 
d'inhibiteurs de caspases, les XIAPs (X-linked inhibition of apoptosis protein), qui 
peuvent se lier directement aux caspases-3/7 pour empêcher leur activation (Deveraux et 
al., 1997). 
La voie intrinsèque de l'apoptose est directement reliée aux mitochondries et aux 
protéines de la famille Bcl-2 (Krammer, 2000). Les protéines de la famille Bcl-2 sont 
pro- et anti-apoptotiques et caractérisées par la présence d'au moins un des domaines 
BH1, BH2, BH3 et BH4 (Bcl-2 homology domain) (Kelekar et Thompson, 1998). Ces 
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domaines sont nécessaires pour les interactions protéines-protéines et la régulation de 
l'apoptose. La voie intrinsèque peut être activée par différents stress comme une 
irradiation aux UV. Ces stress vont mener à la perméabilisation de la membrane externe 
des mitochondries, ce qui provoque le relâchement du cytochrome c (cyt c) (Green and 
Kroemer, 2004). Dans le cytosol, le cyt c se lie à la protéine APAF1 (Apoptotic peptidase 
activating factor 1), ce qui induit la formation d'un complexe appelé apoptosome. 
L'apoptosome va initier l'activation de la caspase-9 qui va alors activer les caspases-
3/6/7 (Lavrik, 2010; Youle et Strasser, 2008). La mort cellulaire est alors initiée de la 
même manière que pour la voie extrinsèque (figure 4). L'apoptose induite peut encore 
une fois être bloquée à différents niveaux. En plus de se lier aux caspases-3/7, XIAPs 
peut se lier directement à la caspase-9 pour empêcher son activation (Deveraux et al., 
1997; Bassham et al., 2006). Enfin, c'est le ratio entre les protéines pro- et anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2 au niveau des mitochondries qui détermine le sort de la 
cellule. En effet, les protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bc1-xl sont en mesure 
de bloquer le relâchement du cyt c, ce qui empêche la formation de l'apoptosome et donc 
inhibe l'induction de l'apoptose (Youle et Strasser, 2008). À l'inverse, les protéines pro-
apoptotiques comme Bax et Bak permettent le relâchement du cyt c et la fragmentation 
des mitochondries, ce qui stimule la formation de l'apoptosome et l'induction de 
l'apoptose (Youle et Strasser, 2008). 
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Figure 4. Modèle des voies extrinsèque et intrinsèque de l'apoptose 
Figure tirée de Lavrik, 2010. 
B.2 Autophagie 
L'autophagie est un phénomène qui permet la dégradation de la cellule et le recyclage des 
nutriments chez les cellules eucaryotes (van Doorn, 2005). Chez les plantes, on retrouve 
deux types d'autophagie, la microautophagie et la macroautophagie (Bassham et al., 
2006). Lors de la microautophagie, il y a séquestration d'une petite portion du cytoplasme 
et ses composants dans la membrane de la vacuole, ce qui cause la formation de vésicules 
à l'intérieur de la vacuole (figure 5A). Ces vésicules sont ensuite dégradées par les 
hydrolases présentes dans la vacuole (Bassham et al., 2006). Lors de la macroautophagie, 
une très grande partie du cytoplasme et des organelles est séquestrée à l'intérieur d'une 
structure à double membrane appelée autophagosome. La membrane externe de 
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l'autophagosome va alors se fusionner avec la membrane de la vacuole et la membrane 
interne forme des structures appelées corps autophagiques qui seront dégradées dans la 
vacuole (figure 5B) (Bassham et al., 2006). Chez les mammifères, l'autophagosome se 
fusionne avec les lysosomes pour former l'autolysosome. Les enzymes hydrolytiques 
contenues dans les lysosomes vont alors dégrader les corps autophagiques. Il n'y a pas de 
preuves claires de la présence d'autolysosome chez les plantes (Yoshimoto et al., 2010). 
noyau 
Vacuole 
Figure 5. Schémas simplifiés de l'autophagie 
A) Représentation de la microautophagie, B) Représentation de la macroautophagie. 
Figure modifiée à partir de van Doorn, 2005. 
L'autophagie est régulée par les gènes de la famille ATG qui sont essentiels pour la 
formation de l'autophagosome (Mizushima et al., 1998). Ces gènes ont d'abord été 
identifiés chez la levure (Tsukada et Ohsumi, 1993) et il y en a une trentaine chez A. 
thaliana dont plusieurs homologues à ceux retrouvés chez S. cerevisea (Doelling et al., 
2002). L'analyse de plantes mutantes pour certains gènes ATG a démontré que plusieurs 
d'entre eux, notamment AtATG12, AtATG8 et AtATG9 sont essentiels pour la mise en 
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place de l'autophagie chez les plantes (Hanaoka et al., 2002; Suzuki et al., 2005; 
Thompson et al., 2005). 
L'autophagie a deux rôles principaux. Le phénomène peut d'abord permettre de sauver 
les cellules de la mort lors de périodes pauvres en nutriments en mobilisant et en 
recyclant les constituants de la cellule (Yoshimori, 2004). Chez les cellules animales, 
l'autophagie est également considérée comme un type de MCP (Yu et al., 2004). 
L'autophagie partagerait même certains régulateurs avec l'apoptose, notamment les 
protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bc1-xl. Ces dernières permettraient à la cellule 
d'échapper à une MCP de type autophagique en se liant à la protéine Beclinl de façon à 
empêcher la formation de l'apoptosome (Zhou et al., 2011). Chez les plantes, 
l'autophagie ne possède pas de rôle bien défini dans la MCP. Cependant, plusieurs types 
de morts impliquées dans le développement de la plante, comme la formation du xylème, 
la formation du pollen, le développement des embryons et la sénescence se terminent par 
une étape proche de l'autophagie (Feng et al., 2003; Liljeroth et Bryngelsson, 2001; 
Walden et al., 1999). Au moment de la mort des cellules, le tonoplaste devient perméable, 
ce qui relâche une grande quantité d'hydrolases en provenance de la vacuole et permet la 
dégradation du cytoplasme et son contenu et parfois même de la paroi cellulaire (van 
Doorn, 2005). Le fait que la cellule se dégrade par elle-même peut être interprété comme 
un type d'autophagie. Il y a cependant absence d'autophagosome lors de la MCP 
développementale (van Doorn et Woltering, 2010). Récemment, l'implication de deux 
gènes liés à l'autophagie, ATG7 et ATG9, a également été démontrée dans un autre type 
de MCP chez les plantes : la réponse hypersensible (Hofius et al., 2009). 
B.3 Réponse hypersensible 
La RH est utilisée par la plante comme moyen de défense contre certains agents 
pathogènes comme les virus, les bactéries, les champignons et les nématodes. Il est 
difficile d'obtenir une définition claire de la RH puisque cette dernière varie énormément 
selon le type d'agent pathogène impliqué (Krzymowska et al., 2007). Cependant, la RH 
implique généralement une MCP rapide et localisée au niveau du site d'infection d'un 
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agent pathogène dit avirulent (figure 6) (Dangl et Jones, 2001). Cette MCP locale permet 
de prévenir la propagation des agents pathogènes biotrophes puisque ces derniers 
nécessitent des tissus vivants pour proliférer (Mittler et al., 1997). Certains agents 
pathogènes nécrotrophes, par exemple Botrytis cinerea, sont également en mesure 
d'induire une RH afin de faciliter leur propagation (Govrin et Levine, 2000). 
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Figure 6. Exemples de RH 
A RH sur une feuille d'A. thaliana 24h après l'infiltration de Pseudomonas syringae. 
B RH causée par le virus de la mosaïque du tabac (TMV) chez Nicotiana tabacum. 
Figure tirée de Mur et al., 2008. 
La RH possède plusieurs caractéristiques associées à d'autres types de MCP comme 
l'apoptose et l'autophagie (Mur et al., 2008). On rapporte la condensation du cytoplasme 
comme lors de l'apoptose (Pennell et Lamb, 1997). Des réarrangements du cytosquelette 
sont également observés (Shimmen et Yokota, 2004). La formation de corps apoptotiques 
a déjà été rapportée (Levine et al., 1996), mais semble être un événement plutôt rare. 
Plusieurs équipes ont cependant noté la formation de larges vésicules au niveau du 
cytoplasme (Bestwick et al., 1995; Liu et al., 2005). Ces vésicules contiendraient des 
morceaux de chloroplastes et des fragments du noyau (Mittler et al., 1997). Les vésicules 
semblent provenir de la membrane de la vacuole comme ce qui est observé lors de 
l'autophagie. Cependant, contrairement à l'autophagie, le tonoplaste reste intact jusqu'à 
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la lyse des cellules lors de la RH (Mittler et al., 1997). Enfin, la RH amène un gonflement 
des organelles, principalement des mitochondries, suivi d'une perte de leurs fonctions 
(Bestwick et al., 1995; Naton et al., 1996). 
La mise en place de la RH nécessite la présence du gène de résistance (R) chez la plante 
et du gène d'avirulence (avr) chez l'agent pathogène. D y a alors une réaction dite 
d'incompatibilité suite à une interaction entre les produits de ces deux gènes (Gomez-
Gomez, 2004). Cependant, selon la « guard hypothesis », la réaction d'incompatibilité ne 
nécessite pas d'interaction directe entre les protéines. Ainsi, la protéine R serait en 
mesure de reconnaître la présence de l'agent pathogène en détectant des anomalies au 
niveau de l'intégrité de la cellule hôte. Ces anomalies sont causées par la présence de la 
protéine avr (Jones et Dangl, 2006). Par la suite, une cascade de signalisation fait 
intervenir des facteurs comme l'acide salicylique (AS) qui peut inhiber ou activer la mort 
selon le gène avr impliqué (Vanacker et al., 2001), le NO et H2O2 (Delledonne et al., 
2001). La mitochondrie pourrait jouer un rôle central dans la RH. Chez A. thaliana, la 
bactérie P. syringae produit une flambée oxydative localisée au niveau des 
mitochondries. Il s'ensuit une perméabilité et une perte du potentiel de la membrane, ce 
qui permet un influx de Ca2+ et le relâchement du cyt c (Kiba et al, 2006; Mur et al., 
2008; Yao et al., 2004). Ce phénomène peut être suffisant pour entraîner la fragmentation 
de l'ADN et la mort des cellules végétales (Vanlerberghe et al., 2002). 
B.4 MCP 'apoptose-Iike' 
La MCP de type 'apoptose-Iike' (MCP-AL) est retrouvée chez les plantes et présente 
plusieurs caractéristiques semblables à l'apoptose animale. D y a, entre autres, 
condensation du protoplaste qui se détache alors de la paroi cellulaire et fragmentation de 
l'ADN (Reape et McCabe, 2010). De plus, le relâchement du cyt c et l'activation de 
protéases caspases-like jouent un rôle important dans la MCP-AL (Reape et McCabe, 
2008). Ce type de MCP peut être induit par différents stress biotiques et abiotiques 
(McCabe et al., 1997). 
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Suite à l'exposition à un stress, le premier événement observé lors de la MCP-AL est un 
influx de Ca2+ dans la cellule. D est même possible que cet influx de Ca2+ soit le 
déclencheur du processus de mort (Reape et McCabe, 2008). Très vite, on observe 
également un relâchement du cyt c (Balk et al., 1999; Yao et al., 2004). Lors de 
l'apoptose, le relâchement du cyt c correspond à la perméabilisation de la membrane de la 
mitochondrie et indique le point de non-retour (Kroemer et al., 2007). Chez les plantes, la 
perméabilisation de la membrane se fait via le pore de transition de perméabilité (PTP), 
un complexe protéique formé à la jonction des membranes interne et externe de la 
mitochondrie (Jones, 2000). Le PTP se forme suite à un stress cellulaire comme une 
accumulation de ROS ou un influx de Ca2+. La formation du PTP résulte en la perte du 
potentiel de la membrane interne, le gonflement de la mitochondrie, la dégradation de la 
membrane externe, le relâchement de protéines et l'activation de protéinases caspases-
like (Jones, 2000; He et al., 2008). La perte du potentiel membranaire de la mitochondrie 
est une caractéristique observée dans plusieurs exemples de MCP-AL (Curtis et Wolpert, 
2004; Zhang et Xing, 2008; Gao et al., 2008b). Par ailleurs, l'association d'hexokinases 
avec la mitochondrie permettrait de maintenir l'intégrité de l'organelle et la surexpression 
de ces protéines pourrait protéger la cellule de la MCP-AL induite par un stress oxydatif 
(Kim et al., 2006). La figure 7 résume la suite d'événements menant à la MCP-AL. 
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Figure 7. Chronologie de la MCP-AL 
Figure tirée de Reape et McCabe, 2010. 
Les chloroplastes pourraient également jouer un rôle important dans la mise en place de 
la MCP-AL. Les chloroplastes sont de grands centres de production de ROS et cette 
caractéristique pourrait leur permettre de déterminer le sort des cellules entre une MCP-
AL et la nécrose (Reape et McCabe, 2010). En effet, les cellules d'A thaliana cultivées à 
la lumière, donc avec des chloroplastes fonctionnels, présentent un taux de nécrose plus 
élevé et un taux de MCP-AL moins élevé que les cellules cultivées à la noirceur suite à 
un choc thermique (Doyle et McCabe, 2010). Ce phénomène pourrait être causé par une 
plus grande accumulation de ROS, donc un niveau de stress plus intense pour les cellules. 
Le rôle précis des chloroplastes dans la MCP-AL reste toutefois à être élucidé. 
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B.4.1 MCP causée par les UV-C 
La MCP causée par les UV-C est de type 'apoptose-like'. Une irradiation entre 10 et 50 
kJ/m2 peut induire une MCP chez A. thaliana (Danon et al., 2004; Djoumad, 2009). Cette 
MCP-AL est caractérisée par la fragmentation de l'ADN, des changements 
morphologiques du noyau, la condensation de la chromatine et l'activation de protéases 
caspases-like (Danon et Gallois, 1998; Danon et al., 2004). De plus, comme c'est le cas 
dans plusieurs types de MCP chez les plantes, la MCP causée par les UV-C est un 
phénomène dépendant de la lumière (Asai et al., 2000; Danon et al., 2004; Danon et 
Gallois, 1998). 
Tout comme dans le cas de l'apoptose, les mitochondries jouent un rôle central dans la 
MCP induite par les UV-C. Les chloroplastes semblent également impliqués, comme 
dans plusieurs autres types de MCP (Chen et Dickman, 2004; Karpinski et al., 2003). Une 
flambée oxydative se produit au niveau des mitochondries et des chloroplastes 30 min à 1 
heure suite à une irradiation aux UV-C si les cellules sont maintenues en conditions 
photoréactives (Gao et al., 2008a). Lorsque la production de ROS est bloquée par un 
antioxydant, la MCP est grandement diminuée, ce qui indique que le signal des ROS est 
important dans la mise en place de la MCP causée par les UV-C (Gao et al., 2008a). Suite 
à la flambée oxydative, on observe une perte du potentiel de la membrane des 
mitochondries et une diminution de leurs mouvements (Gao et al., 2008a). Dans le même 
laps de temps, c'est-à-dire environ 30 min suite à l'irradiation, il y a activation d'une 
protéase à activité DEVDase pouvant être inhibée par les inhibiteurs de caspases-1/3 
(Danon et al., 2004). Cette activité pourrait provenir de la caspase-like-3 qui est activée 
par un traitement aux UV-C (Zhang et al., 2009). Une autre protéase, la métacaspase-8 
est activée suite à un traitement aux UV-C (He et al., 2008). Les plantules surexprimant 
la métacaspase-8 sont plus sensibles à un traitement aux UV-C, alors que la MCP est 
diminuée chez les plantules qui ne l'expriment pas (He et al., 2008). Le modèle de la 
figure 3 résume les événements menant à la MCP induite par les UV-C. 
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La mise en place de la MCP induite par les UV-C est également dépendante des 
systèmes de réparation de l'ADN. En effet, les lignées cellulaires de carotte qui sont 
déficientes pour la topoisomérase I (topo I) sont trois fois plus sensibles à une MCP 
induite par les UV-C que les lignées de type sauvage (Balestrazzi et al., 2010). La topo I 
est essentielle pour un bon fonctionnement du système NER (Mielke et al., 2007), ces 
mutants sont donc incapables de réparer certains des dommages à l'ADN causés par le 
traitement aux UV-C. 
B.5 Homologie entre les règnes 
Les caractéristiques semblables entre les différents types de MCP retrouvés chez les 
mammifères et les végétaux laissent croire à une origine commune du phénomène. 
Cependant, les principaux effecteurs de la MCP identifiés chez les mammifères n'ont pas 
d'homologues connus chez les végétaux (Reape et McCabe, 2008). Certaines protéines 
intervenant dans la MCP sont toutefois retrouvées chez les deux règnes. 
B.5.1 Les métacaspases 
Les métacaspases sont des homologues distants des caspases animales (Carmona-
Gutierrez et al., 2010). On retrouve les métacaspases chez presque tous les eucaryotes qui 
ne possèdent pas de caspases, c'est-à-dire les protozoaires, les champignons et les 
plantés. Par exemple, A. thaliana possède 3 métacaspases de type I et 6 métacaspases de 
type II (Uren et al., 2000; Vercammen et al., 2004). Les deux types de caspases se 
distinguent par la présence d'un domaine en doigt de zinc riche en proline qui se trouve 
en N-terminal du type I et l'absence de ce domaine pour le type II (Belenghi et al., 
2007). Ce domaine est semblable au pro-domaine initiateur des caspases inflammatoires 
(figure 8). 
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Figure 8. Comparaison entre les caspases (C) et les métacaspases (MC) 
Le domaine catalytique est divisé en 2 sous-unités, une grande (rouge) et une petite 
(vert). Les barres jaunes représentent les résidus catalytiques His et Cys. Le pro-domaine 
initiateur est représenté en gris. Figure tirée de Vercammen et al., 2007. 
Les métacaspases semblent cliver leurs substrats suite à un résidu basique, Arg ou Lys, 
contrairement aux caspases qui clivent après un résidu acide, Asp (Vercammen et al., 
2004; Watanabe et Lam, 2005). Les deux types de protéases possèdent au moins un 
substrat en commun, la protéine TSN (Tudor staphylococcal nuclase) (Sundstrom et al, 
2009). Chez les plantes, TSN serait clivée par les métacaspases à différents stades de 
l'embryogénèse. Chez les mammifères, le clivage de TSN est présent lors de la MCP 
(Sundstrom et al., 2009). Chez la levure S. cerevisiae, la métacaspase YCA1 est 
impliquée dans la MCP induite par H2O2 (Madeo et al., 2002). De même, l'expression 
chez la levure de deux métacaspases d'A. thaliana, AtMCPl et AtMCP2, provoque une 
MCP proche de l'apoptose (Watanabe et Lam, 2005). La métacaspase-8 semble 
également impliquée dans la MCP induite par les UV-C (He et al., 2008). Le rôle des 
métacaspases dans la MCP végétale reste cependant à être complètement élucidé. 
B.5.2 Les protéines Cdf 
Bien qu'aucun homologue du gène pro-apoptotique Bax n'ait été identifié chez les 
plantes, certains gènes végétaux pourraient avoir un rôle similaire au niveau de 
l'induction de la MCP. C'est notamment le cas de cdf-1 (cell growth defect factor-1) isolé 
d'A. thaliana suite à un criblage fonctionnel chez la levure Saccharomyces cerevisiae 
(Kawai-Yamada et al., 2005). Cdf-1 provoque chez la levure une MCP qui présente les 
mêmes caractéristiques que la MCP induite par Bax, c'est-à-dire des changements 
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morphologiques du noyau, une accumulation de corps apoptotiques, une vacuolisation 
intracellulaire, une production de ROS et des changements morphologiques des 
mitochondries qui amènent une perte du potentiel membranaire (Madeo et al., 1999); 
(Kawai-Yamada et al., 2005). La MCP induite par cdf-1 peut être inhibée par l'expression 
du gène anti-apoptotique AtBI-1, mais cela ne diminue pas la production de ROS. Chez 
les plantes, une accumulation de cdf-1 peut être observée avant la sénescence des feuilles 
(Kawai-Yamada et al., 2005). Le rôle de cdf-1 dans la MCP reste toutefois à être élucidé. 
Un second gène d'A. thaliana, cdf-3, a été identifié suite à un criblage fonctionnel chez S. 
cerevisiae (Kim et al., 2007). Tout comme cdf-1, cdf-3 induit chez la levure une MCP 
semblable à celle causée par Box, mais avec une moins grande sévérité (Kim et al., 2007). 
Les levures exprimant cdf-3 présentent, entre autres, des vacuoles brisées et un nombre 
anormalement élevé de mitochondries. Encore une fois, la MCP induite peut être inhibée 
par l'expression d'AtBI-1 (Kim et al., 2007). Cdf-3 n'a pas encore été localisé chez les 
cellules végétales, mais tout comme pour cdf-1, les observations notées chez la levure au 
niveau des mitochondries suggèrent qu'il pourrait jouer un rôle dans la MCP, voir même 
être un substitut végétal de Bax. 
B.5.3 La protéine DAD-1 
DAD-1 (defender against apoptotic cell death) est un gène anti-apoptotique d'abord 
identifié chez Tes cellules de hamster thermosensibles de la lignée tsBN7 chez lesquelles 
il est essentiel à leur survie (Nakashima et al., 1993). Des homologues ont été identifiés 
chez plusieurs espèces dont l'humain, le nématode Caenorhabditis elegans, et les plantes 
comme le riz et A. thaliana (Apte et al., 1995; Gallois et al., 1997; Nakashima et al., 
1993). Certaines plantes comme A. thaliana et l'orge possèdent deux homologues, DAD-
1 et DAD-2, dans leur génome (Lindholm et al., 2000; Danon et al., 2004). Les séquences 
de DAD-1 retrouvées chez les végétaux possèdent une grande homologie avec celles 
retrouvées chez les animaux. Par exemple, chez le riz, on retrouve 64 % d'identité au 
niveau des nucléotides et 71 % au niveau protéique par rapport à la séquence retrouvée 
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chez le hamster (Apte et al., 1995). De plus, les fonctions de DAD-1 sont probablement 
similaires chez les mammifères et les végétaux puisque l'expression d'AtDAD-1 chez les 
cellules de hamster tsBN7 permet de complémenter le gène animal et d'inhiber l'entrée 
en apoptose normalement enclenchée par un choc thermique (Gallois et al., 1997). DAD-
1 pourrait inhiber la MCP au niveau du RE où elle est située (Danon et al., 2004). 
Chez les plantes, DAD-1 semble avoir un rôle de protection contre différents types de 
MCP. Chez l'orge, l'expression de DAD-1, mais pas celle de DAD-2, diminue avant la 
fragmentation de l'ADN qui survient lors de la germination (Lindholm et al., 2000). Chez 
A. thaliana, une surexpression de DAD-1 et DAD-2 permet de supprimer la fragmentation 
de l'ADN suite à une irradiation aux UV-C (Danon et al., 2004). Chez l'algue verte 
Chlamydomonas, une exposition aux UV-C diminue l'expression de DAD-1 (Moharikar 
et al., 2007). Cette diminution est corrélée avec l'initiation de la MCP. Enfin, chez le 
glaïeul, l'expression de DAD-1 chute avant la sénescence des pétales (Yamada et al., 
2004). 
En plus de DAD-1, un autre gène anti-apoptotique possède un homologue chez les 
plantes : Bax inhibitor-1. 
C. BAX INHIBITOR-1 
Le gène Bax inhibitor-1 (JBI-1) humain a d'abord été identifié par un criblage fonctionnel 
chez la levure visant à identifier des gènes anti-apoptotiques (Xu et Reed, 1998). H s'agit 
d'un gène préalablement identifié sous le nom de TEGT (testis enhanced gene transcript) 
(Walter et al., 1995). À ce moment, on avait établi que le gène TEGT ne faisait partie 
d'aucune famille de gènes connue, mais qu'il semblait conservé entre les espèces. En 
effet, des homologues de BI-1 ont été identifiés chez plusieurs espèces appartenant à 
différents règnes notamment : la souris, la drosophile, le nématode C. elegans, la levure 
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S. cerevisiea, A. thaliana, le riz, le tabac, l'orge, la tomate et le brocoli (Bolduc et al., 
2003; Coupe et al., 2004; Huckelhoven et al., 2003; Kawai et al., 1999; Sanchez et al., 
2000; Xu et Reed, 1998). Tous ces homologues possèdent d'importantes similarités, 
même chez les espèces éloignées. Par exemple, la protéine végétale AtBI-1 possède 39 % 
d'identité et 65 % de similarité avec celle retrouvée chez l'humain (Sanchez et al., 2000). 
La protéine BI-1 a une taille semblable chez les différentes espèces : 237 acides aminés 
pour la protéine humaine et 247 acides aminés pour celle retrouvée chez A. thaliana 
(Sanchez et al., 2000; Xu et Reed, 1998) ce qui fait environ 25 à 27 kDa. La protéine 
possède 7 domaines transmembranaires (figure 9) et est située principalement au 
réticulum endoplasmique (RE), bien qu'on en retrouve une petite quantité au niveau de la 
membrane périnucléaire (Bolduc et al., 2003; Kawai-Yamada et al., 2001). La région très 
conservée située en C-terminal se trouve du côté du cytosol (Bolduc et al., 2003). 
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Figuré 9. Structure prédite dés protéines BI-1 humaine et végétale 
Figure modifiée à partir de Watanabe et Lam, 2009. 
C.1 Rôle de BI<1 dans la MCP 
BI-1 est une protéine anti-apoptotique capable d'inhiber plusieurs types de MCP 
lorsqu'elle est surexprimée. 
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Chez les mammifères, la protéine BI-1 est exprimée dans plusieurs organes et tissus et 
elle est particulièrement abondante dans les lignées cancéreuses, ce qui suggère un rôle 
anti-apoptotique (Xu et Reed, 1998). En effet, une surexpression de BI-1 chez différentes 
lignées cellulaires permet d'inhiber l'apoptose causée par Bax, l'etoposide, la 
staurosporine et la privation de facteur de croissance (Xu et Reed, 1998). Par contre, la 
surexpression de BI-1, tout comme celle de Bcl-2, n'inhibe pas l'apoptose induite par Fas 
(CD95) (Xu et Reed, 1998). Bien que BI-1 soit en mesure d'inhiber la MCP induite par 
Bax, BI-1 n'induit pas de diminution de la quantité de Bax retrouvée dans les cellules. Il 
n'y a pas non plus d'interaction directe entre les deux protéines, ce qui suggère que BI-1 
agirait en amont de la protéine Bax. Cependant, des interactions entre BI-1 et les 
protéines Bcl-2 et Bcl-XL sont possibles via leur domaine BH4 (Xu et Reed, 1998). 
Chez les plantes, BI-1 est exprimé dans plusieurs tissus et plus fortement dans les tissus 
en sénescence (Coupe et al., 2004; Yamada et al., 2009). BI-1 a été isolé comme un 
inhibiteur de la MCP causée par Bax (Xu et Reed, 1998), mais ce dernier, comme tous les 
membres de la famille Bcl-2, n'a pas d'homologue chez les plantes. Cependant, lorsque 
ces gènes sont exprimés chez les plantes, leurs fonctions sont conservées. Ainsi, 
l'expression de Bax induit une MCP semblable à la RH chez le tabac (Lacomme et Santa 
Cruz, 1999), alors que l'expression de Bcl-XL peut inhiber la MCP végétale causée par 
différents stress (Mitsuhara et al., 1999). Chez A. thaliana, la surexpression d'AtBI-1 
permet d'inhiber la MCP induite par la protéine murine Bax (Baek et al., 2004; Kawai-
Yamada et al., 2001). La surexpression de la protéine végétale BI-1 chez les cellules 
animales provoque, quant à elle, soit une MCP, soit une protection contre celle-ci. En 
effet, l'expression d'AtBI-1 dans les fibrocarsoma humain HT1080 induit une MCP 
caractérisée par la condensation de la chromatine (Yu et al., 2002). Cette MCP est inhibée 
par la co-expression de XIAP, Bcl-2 ou Bcl-XL et pourrait être causée par une compétition 
avec le BI-1 endogène ce qui l'empêcherait d'exercer ses fonctions. A l'inverse, 
l'expression de NiBI-1 dans les cellules embryonnaires rénales 293 protège de la MCP 
(Bolduc et al., 2003). 
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La surexpression de BI-1 chez la plante exerce également un rôle de protection contre de 
nombreux stress biotiques et abiotiques. Par exemple, BI-1 permet l'inhibition de la MCP 
causée par le H2O2, l'AS, la chaleur, le froid, le stress hydrique, la sécheresse, la salinité 
et certains éliciteurs et toxines fongiques (Duan et al., 2010; Isbat et al., 2009; Kawai-
Yamada et al., 2004; Matsumura et al., 2003; Watanabe et Lam, 2006). BI-1 ne semble 
toutefois pas entraîner une diminution du niveau de ROS produit lors de la MCP (Baek et 
al., 2004; Kawai-Yamada et al., 2004). La surexpression de BI-1 peut également favoriser 
ou protéger de l'implantation de certains agents pathogènes. Ainsi, la surexpression du 
BI-1 de l'orge (HvBI-1) confère une résistance contre l'implantation des agents 
pathogènes nécrotrophes Botrytis cinerea, Fusarium graminearum et Piriformospora 
indica, puisque ces derniers nécessitent la mort des cellules de l'hôte pour s'implanter 
(Babaeizad et al., 2009; Deshmukh et al., 2006; Imani et al., 2006). À l'inverse, cette 
surexpression de HvBI-1 favorise l'implantation de l'agent pathogène biotrophe Blumeria 
graminis, puisqu'il nécessite la présence de cellules vivantes (Eichmann et al., 2006). La 
présence de HvBI-1 est même essentielle pour établir une relation de compatibilité entre 
l'orge et B. graminis (Eichmann et al., 2010). Cependant, la surexpression de BI-1 permet 
de protéger contre l'implantation du champignon biotrophe Phakopsora pachyrhizi chez 
une plante non hôte (Hoefle et al., 2009). Peu importe le type de stress impliqué, la 
capacité de BI-1 à inhiber la MCP dépend de la présence des 14 derniers acides aminés 
situés en C-terminal (Chae et al., 2003; Kawai-Yamada et al., 2004). Ces derniers 
forment une structure super-enroulée qui est essentielle à la fonction de la protéine. 
Bi-1 ne semble pas être un gène essentiel à la survie de la plante. En effet, deux mutants 
d'A. thaliana, atbil-l et atbil-2, un mutant nul et l'autre qui ne possèdent pas de C-
terminal fonctionnel, ne présentent aucun phénotype anormal (Watanabe et Lam, 2006). 
La même chose est observée chez les mammifères où les souris déficientes en BI-1 ont 
une croissance normale (Chae et al., 2003). L'absence de BI-1 amène cependant une 
accélération de la MCP. En effet, les mutants atbil-l et atbil-2 sont plus sensibles que 
les plantes de type sauvage à la MCP causée par un choc thermique ou la fumonisine Bl, 
une toxine fongique (Watanabe et Lam, 2006). De la même manière, des lignées 
cellulaires de tabac BY-2 dans lesquelles l'expression de NtBl-1 est régulée négativement 
29 
par un ARNm anti-sens montrent une accélération de la MCP causée par la privation de 
carbone qui est directement proportionnelle au niveau d'expression de NtBI-1 (Bolduc et 
Brisson, 2002). 
C.2 Rôle dans le stress au RE 
Une accumulation de protéines immatures au niveau du RE entraîne un stress important 
pour la cellule. Le stress du RE est lié à l'apoptose puisque ce dernier peut participer à 
son initiation par l'activation de la réponse UPR (unfolded protein response) et un 
dérèglement au niveau de la régulation du Ca2+ (Patil et Walter, 2001). Puisque la 
surexpression de BI-1 entraîne une diminution de Ca2+ au niveau du RE (Westphalen, 
2005), il est possible que BI-1 agisse comme une pompe à Ca2+. Afin d'assurer son rôle 
de protection contre la MCP, BI-1 nécessite une chaîne de transport d'électrons 
fonctionnelle (Oshima et al., 2007). En effet, l'expression d'AtBI-l chez la levure n'est 
pas en mesure d'inhiber la MCP causée par Bax chez les mutants des sous-unités cox6, 
cox7, coxll, coxl5, coxl6, et coxl8 du complexe COX (cytochrome c oxydase). 
Cependant, la protéine Bcl-2 est en mesure d'inhiber la MCP causée par Bax chez ces 
mutants (Oshima et al., 2007). Cela indique que BI-1 et Bcl-2 inhibe la MCP causée par 
Bax par des voies différentes. De plus, Bax étant situé au niveau des mitochondries et BI-
1 au niveau du RE, la répression de la MCP nécessite probablement un messager 
secondaire. Un bon candidat serait le Ca2+ puisqu'une étude démontre que BI-1 peut 
contrôler l'apoptose en aval ou en parallèle à Bax en régulant l'homéostasie du Ca2+ du 
RE (Xu et al., 2008). 
Chez les mammifères, BI-1 semble essentiel pour la protection contre le stress du RE. 
Bien que l'absence de BI-1 ne semble pas affecter l'induction des protéines chaperonnes, 
les souris déficientes en BI-1 montrent une prédisposition à l'activation des voies de 
ATF6 (activating transcription factor) et ERE1 (inositol-requiring enzyme 1) (Bailly-
Maitre et al., 2006). Ces deux protéines se trouvent normalement dans les membranes du 
RE sous une forme inactive et elles répondent aux stimuli des protéines chaperonnes du 
RE afin de promouvoir la transcription des gènes nécessaires au bon repliement des 
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nouvelles protéines synthétisées (Ron, 2002). En cas de stress au RE trop important, ces 
deux mêmes protéines sont en mesure de stimuler une MCP. BI-1 agirait dans les 
premières réponses au stress du RE via son interaction avec IREl-a (Lisbona et al., 
2009). Le complexe BI-l/IREl-a nécessite le C-terminal fonctionnel de BI-1 (Lisbona et 
al., 2009). Cette interaction permet l'activation de XBP-1 (x-box binding protein-1) qui 
régule les gènes encodants pour les chaperonnes résidentes du RE. Cela permet de 
supprimer les réponses de stress au RE lors des premières étapes si le stress n'est pas trop 
important et ainsi prévenir la mise en place de l'apoptose (Lisbona et al., 2009). Chez A. 
thaliana, il y a présence d'un homologue d'IREl-a (Koizumi et al., 2001). Cependant, 
aucune étude n'a été faite pour vérifier si l'IREl-a végétale avait une interaction avec BI-
1. 
BI-1 peut également moduler l'accumulation de ROS induite par le stress au RE. Cela est 
possible par la régulation de l'activité du cytochrome P450 2EI (P450 2EI) via une 
interaction entre BI-1 et une oxidoréductase NADPH-dépendante du cytochrome c P450 
(NPR) (Kim et al., 2009). Cette interaction, qui nécessite le C-terminal fonctionnel de BI-
1, permet de moduler le flux d'électrons entre NPR et P450 2EI, ce qui entraîne une 
diminution de la production de ROS (Kim et al., 2009). Cela permet potentiellement de 
réduire l'apoptose associée au stress du RE puisque la réduction des ROS diminue les 
chances de mauvais repliement des protéines qui entraînent le stress de RE. 
Chez les plantes, BI-1 joue également un rôle au niveau du stress du RE. AtBI-1 possède 
un domaine ERSE-iike (ER stress response element) et a été identifié comme un gène 
UPR puisque son expression augmente lors d'un stress au RE (Kamauchi et al., 2005). En 
fait, l'absence d'AtBI-1 provoque une accélération de la MCP lors d'un stress au RE 
alors que sa surexpression diminue la MCP (Watanabe et Lam, 2008b). Cependant, AtBI-
1 n'agirait pas directement sur la voie des gènes UPR puisque l'expression de ces 
derniers n'est pas affectée par le niveau d'expression d' AtBI-1 (Watanabe et Lam, 
2008a). 
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Bien que peu de gènes impliqués dans le contrôle du Ca2+ aient été identifiés comme 
importants pour la MCP chez les plantes (Ma et Berkowitz, 2007), BI-1 semble impliqué 
au niveau de la régulation du Ca2+ du RE (Xu et al., 2008). En effet, chez la levure et le 
tabac, AtBI-1 peut interagir avec la calmoduline-7 (AtCaM7), une protéine liant le Ca2+, 
via son domaine conservé en C-terminal (Ihara-Ohori et al., 2007). De plus, à l'aide de 
différents mutants, il a été démontré que AtBI-1 ne peut pas inhiber la MCP causée par 
Bax en absence de pompes à Ca2+ situées au niveau du RE, alors que l'absence des 
pompes à Ca2+ situées au niveau d'autres membranes n'ont aucun effet sur l'action 
d'AtBI-1 (Ihara-Ohori et al., 2007). Bien que la fonction du complexe AtBI-1- AtCaM7 
ne soit toujours pas déterminée, il semble qu'AtBI-1 soit, tout comme son homologue 
animal, impliqué dans l'homéostasie du Ca2+ au RE. De plus, la perte de la liaison entre 
AtBI-1 et AtCaM7 réduit considérablement la capacité de protection contre la MCP 
d'AtBI-1 in planta (Kawai-Yamada et al., 2009). 
Lors d'un criblage fonctionnel chez la levure, une interaction entre AtBI-1 et le 
cytochrome bs (AtCb5) a été identifiée (Nagano et al., 2009). AtCb5 est présent en 5 
isoformes dans le génome d'A. thaliana et chacun de ces isoformes est en mesure 
d'interagir avec le C-terminal d'AtBI-1 (Nagano et al., 2009). Chez la levure, AtBI-1 
interagit plutôt avec FAH1 (fatty acid hydroxylase) et la protection contre la MCP causée 
par Bax est dépendante de cette liaison (Nagano et al., 2009). Chez la levure, FAH1 
possède 2 domaines fonctionnels dont une région Cb5-like. Chez A. thaliana, on retrouve 
2 homologues de FAH1, mais ces derniers ne possèdent pas de domaine Cb5-like 
(Mitchell et Martin, 1997). Il y aurait donc une liaison indirecte entre AtFAH et AtBI-1 
via AtCb5 au niveau du RE. L'activité du complexe AtCb5-AtFAH permet la 2-
hydroxylation des sphingolipides. Les sphingolipides sont reconnus comme des seconds 
messagers pouvant être impliqués dans la MCP chez les eucaryotes (Baru et al., 1998). 
Par exemple, la toxine fuminosine B1 cause une MCP chez les plantes en perturbant le 
métabolisme des sphingolipides. AtBI-1 est en mesure d'inhiber la MCP induite par cette 
toxine (Watanabe et Lam, 2006). De plus, la surexpression d'AtBI-1 produit une 
augmentation de la quantité d'acides gras à chaîne longue, bien que leur quantité semble 
normale chez les mutants n'exprimant pas BI-1 (Nagano et al., 2009). Il est donc possible 
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qu'AtBI-1 augmente l'activité du complexe AtCb5-AtFAH en condition de stress afin de 
promouvoir la survie de la cellule. 
Un modèle a été proposé par Watanabe et Lam (2009) afin de résumer le mode d'action 
potentiel de BI-1 lors de la MCP chez les plantes (figure 10). Le modèle permet de 
constater qu'AtBI-1 est un facteur de survie important pour la suppression de la MCP due 
à un stress modéré au RE puisqu'il permet la restauration de l'homéostasie de la cellule. 
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Figure 10. Mode d'action de BI-1 lors de la MCP induite par un stress au RE 
Figure tirée de Watanabe et Lam, 2009. 
C.3 Rôle de BI-1 dans le stress oxydatif 
L'accumulation de ROS est observée dans la réponse à plusieurs stress et peut causer des 
dommages entraînant la mort des cellules. Les ROS affectent principalement le 
métabolisme primaire. Par exemple, chez A. thaliana, le stress oxydatif causé par la 
menadione (MD) affecte la distribution du carbone et le métabolisme des acides aminés 
(Baxter et al., 2007; Lehmann et al., 2009). Chez le riz, un traitement à la MD cause une 
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MCP de manière dose dépendante qui est partiellement inhibée par la surexpression 
d'AtBI-1 (Ishikawa et al, 2010). Comme c'est le cas avec d'autres stress, le contenu en 
H2O2 des cellules n'est pas inhibé par l'expression AtBI-1 (Baek et al., 2004; Ishikawa 
et al., 2010; Kawai-Yamada et al., 2004). La surexpression d'AtBI-1 chez la cellule de riz 
n'apporte aucun changement du métabolisme primaire en conditions normales. 
Cependant, cette surexpression permet une meilleure capacité d'adaptation suite à un 
stress oxydatif notamment au niveau de la glycolyse, la biosynthèse du glutathion, du 
niveau d'ATP, du métabolisme des acides aminés et de l'intégrité des membranes des 
mitochondries et des chloroplastes (Ishikawa et al., 2010). Le lien entre cette capacité 
d'adaptation au stress oxydatif et le mode d'action d'AtBI-1 reste à être établi. 
D OBJECTIFS DE RECHERCHE 
Il a été démontré qu'une irradiation aux UV-C provoque une augmentation de 
l'expression d'AtBI-1 chez les plantules d'A. thaliana (Djoumad, 2009). Pour plusieurs 
stress, cette augmentation est corrélée avec un rôle de protection contre la MCP pour BI-1 
(Duan et al., 2010; Isbat et al., 2009; Kawai-Yamada et al., 2004; Matsumura et al., 2003; 
Watanabe and Lam, 2006), ce qui n'a pas encore été démontré dans le cas des UV-C. La 
première partie de ce projet vise donc à déterminer si AtBI-1 joue un rôle de protection 
contre la MCP induite par les UV-C. Puisque la MCP causée par les UV-C est associée à 
une forte production de ROS (Gao et al., 2008a), le rôle de protection d'AtBI-1 a 
également été investi gué au niveau d'un autre stress oxydatif : le méthyl viologène. 
Enfin, le rôle de protection d'AtBI-1 a été évalué suite à un traitement aux cytokinines 
puisqu'une trop grande quantité de cette hormone peut provoquer une MCP (Carimi et 
al., 2003). L'objectif de cette première partie consiste donc à préciser davantage le rôle 
d'AtBI-1 dans la protection contre la MCP induite par différents stress. 
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Le rôle et le mode d'action d'AtBI-1 commencent à être assez bien documentés, mais très 
peu de choses sont connues sur la régulation de son expression. La deuxième partie de ce 
projet se concentre sur l'expression d'AtBI-1 par un traitement aux UV-C. Des résultats 
préliminaires nous ont permis de déterminer qu'une région importante dans la régulation 
par les UV-C se trouvait dans la région régulatrice en 5' du gène AtBI-1 (Djoumad, 
2009). Afin de permettre une meilleure compréhension de la régulation d'AtBI-1, les 
objectifs de cette deuxième partie sont de déterminer l'emplacement de la région 
impliquée dans la régulation par les UV-C, d'analyser sa séquence et de déterminer si elle 
peut être liée par un facteur protéique. 
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CHAPITRE 1 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1.1 MATÉRIEL BIOLOGIQUE 
1.1.1 Matériel végétal 
Des plantules d'Arabidopsis thaliana écotype Columbia (Col-0) ont été utilisées. Pour la 
culture in vitro, les graines sont d'abord stérilisées dans une solution de stérilisation 
(10 % hypochlorite de sodium, 0,02 % SDS). Afin de lever la dormance et de 
synchroniser la germination, les graines stérilisées sont placées à l'obscurité à 4°C 
pendant 2 à 4 jours. Les graines sont ensuite semées sur un milieu de germination solide 
(0,5X MS, lOg/L de saccharose, vitamine de Gambord lx, pH 5,7) et placées dans une 
chambre de croissance (Sanyo, modèle MLR-350) à une température de 22°C en lumière 
continue ou en jour long (16 h lumière/8 h obscurité). Pour la culture en terre, des 
plantules poussées in vitro âgées de 10 à 14 jours sont transférées en terre et placées dans 
une chambre de croissance (Conviron, modèle MTR30) selon un cycle jour/nuit de 16 h à 
22°C/8 h à 19°C. 
1.1.2 Sélection des homozygotes 
Toutes les lignées d'A. thaliana utilisées (Tableau 1) sont à l'état homozygote pour la 
construction ou la mutation qu'elles contiennent. Les graines homozygotes ont été 
sélectionnées sur l'antibiotique approprié et seuls les lots de graines présentant un taux de 
germination de 100 % ont été utilisés. 
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Tableau 1. Liste des constructions et des mutants d'A thaliana utilisés 
Les constructions promoteur complet, Bgl II A, Bgl II B, Eco RI, Hind III et 555 : : Bl-1 
ont été réalisé par Djoumad (2009), les mutants uvhl, uvh3, uvhô, uvr2 proviennent du 
Arabidopsis stock center et les mutants bi-1-1 (-/-), bi-1-2 (-/-), NW166/WT, NW166/bi-l-
2 (-/-) ont été fournis par Watanabe et Lam 
Nom des lignées Construction ou mutation Utilisation 
Promoteur complet Construction du promoteur complet d'AtBI-1 
(1042 pb) couplé au gène rapporteur GUS RT-qPCR 
Construction du promoteur $ AtBI-1 tronqué 
Bgl HA au 1er site de restriction Bgl II (921 pb) couplé RT-qPCR 
au gène rapporteur GUS 
Construction du promoteur à'AtBI-1 tronqué 
Bgl IIB au 2e site de restriction Bgl II (835 pb) couplé RT-qPCR 
au gène rapporteur GUS 
Construction du promoteur d'AtBl-1 tronqué 
Eco RI site de restriction Eco RI (562 pb) couplé au RT-qPCR 
gène rapporteur GUS 
Construction du promoteur à'AtBI-1 tronqué 
Hind III au site de restriction Hind m (350 pb) couplé RT-qPCR 
au gène rapporteur GUS 
Mutant hypersensible aux UV 
uvhl Mutation dans une endonucléase homologue à RT-PCR 
RAD1 (Harlow et al., 1994) 
Mutant hypersensible aux UV 
uvh3 Mutation dans une endonucléase homologue à RT-PCR 
RAD2 (Liu et al., 2001) 
Mutant hypersensible aux UV 
uvhô Mutation dans une endonucléase homologue à RT-PCR 
RAD3 (Liu et al,, 2003) 
-
Mutant sensible aux UV 
uvr2 Mutation dans la photolyase PHR1 (Jiang et RT-PCR 
al., 1997) 
bi-1-1 (-/-) Mutant d'AtBI-1 avec un C-terminal non Extraction de la 
fonctionnel chlorophylle 
bi-1-2 (-/-/) Mutant nul d'AtBI-1 Extraction de la 
chlorophylle 
NW166/WT Mutant surexprimant le gène AtBl-1 Extraction de la 
chlorophylle 
NW166/bi-l-2 <-/-) Mutant bi-1-2 (-/-) dans lequel le gène AîBl-1 Extraction de la 
est complémenté par une surexpression chlorophylle 
35S :: Bl-1 Mutant surexprimant le gène AtBI-1 Extraction de la 
chlorophylle 
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1.2 INDUCTION DE LA MCP 
1.2.1 Traitement aux UV-C 
Le traitement aux UV-C a été fait à l'aide du Stratalinker 2400 (Stratagene) sur des 
plantules âgées de 10 à 14 jours. Des doses d'UV-C de 10, 20, 30 et 50 kJ/m2 ont été 
utilisées. Après le traitement aux UV-C, les plantules sont maintenues en lumière 
continue. Les plantules sont utilisées à des temps de 0, 12, 24, 48 et 72 h après induction 
aux UV-C. 
1.2.2 Traitement au méthyl viologène 
Pour le traitement au méthyl viologène, les graines stérilisées sont mises à germer sur un 
milieu de germination contenant 0,5 ou 1 pM de méthyl viologène. Les plantules sont 
placées en lumière continue et utilisées à 14 jours. 
1.2.3 Traitement aux cytokinines 
Le traitement aux cytokinines a été fait avec le N6-benzylaminopurine (BAP). Un milieu 
de germination contenant 15 ou 30 ^iM de BAP a été utilisé: Deux méthodes ont été 
utilisées pour les traitements : 1- les graines stérilisées sont mises à germer directement 
sur le milieu traité. 2- les plantules sont transférées sur le milieu traité après environ 4 
jours, c'est-à-dire immédiatement après la germination. Les plantules sont placées en 
lumière continue et utilisées après 14 jours. 
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1.3 DOSAGE DE LA CHLOROPHYLLE 
Le dosage de la chlorophylle a été effectué sur des plantules d'À. thaliana âgées de 14 
jours et traitées ou non aux UV-C, au méthyl viologène ou au BAP. Une trentaine de 
plantules sont prélevées et épongées pour enlever le surplus d'eau avant d'être pesées. 
Les plantules sont ensuite placées dans 5 ml d'acétone 80 % et incubées à l'obscurité à 
4°C pendant 24 h. Le contenu en chlorophylle a et b est alors déterminé par un dosage au 
spectrophotomètre à des longueurs d'ondes de 663 et 646 nm selon la formule décrite par 
Lichtenthaler, 1987 (voir ANNEXE 1). 
1.4 ANALYSE PCR 
1.4.1 Extraction des ARN totaux 
Pour réaliser les analyses par RT-PCR et RT-qPCR, les ARN totaux de plantules d'A. 
thaliana ont été extraits suite à différents traitements. Le protocole utilisé est celui décrit 
par Dean et al., 1992, avec quelques modifications. Environ 500 mg de plantules ont 
d'abord été broyés dans l'azote liquide, puis transférés dans un mélange 1:1 de tampon 
d'extraction (100 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM LiCl, 10 mM EDTA, 1 % SDS) et de 
phénol à une température de 80°C. Le mélange est agité au vortex pendant 30 sec, puis 1 
volume d'un mélange 24:1 de chloroforme/isoamylalcool y est ajouté. Après une 
nouvelle agitation au vortex, le mélange est centrifugé à 4°C (13 300 rpm, 5 min). 
L'ARN qui est contenu dans la phase aqueuse est alors précipité par l'ajout de 1 volume 
de LiCl 4 M et l'incubation à 4°C pour la nuit. Le lendemain, après une nouvelle 
centrifugation (13 300 rpm, 30 min, 4°C), le culot d'ARN est repris dans de l'eau traitée 
au DEPC et une deuxième extraction est réalisée à l'aide de 1 volume d'un mélange 
25:24:1 de phénol/chloroforme/isoamylalcool. Cette fois, l'ARN est précipité avec 1/10 
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volume de NaAc 3M, 2 volumes de EtOH 100 % et une incubation d'une nuit à -20°C. 
Enfin, le mélange est centrifugé (13 300 rpm, 10 min, 4°C) et le culot d'ARN est lavé 2 
fois ave de EtOH 70 % avant d'être séché et repris dans l'eau DEPC. 10 fjg de l'ARN 
extrait est traité à la DNase (RQ1 RNase-Free DNase, Promega) selon les 
recommandations du fabricant. 
1.4.2 RT-PCR 
Pour la synthèse d'ADNc par la transcription inverse, 2 pg d'ARN sont utilisés. 
L'enzyme utilisée est la "AMV reverse transcriptase" (Promega) et la réaction est 
effectuée selon les recommandations du fabricant. Chacune des réactions PCR a été 
réalisée avec 2 (il de l'ADNc synthétisé par RT. La polymérase utilisée est la taq 
(Promega) et les différentes amorces employées sont listées dans le tableau 2. Le 
programme utilisé pour les amplifications PCR est détaillé dans l'ANNEXE 2. 
1.4.3 RT-qPCR 
La synthèse d'ADNc par transcription inverse a été effectuée de la même façon que pour 
le RT-PCR. Chacun des PCR quantitatifs a été réalisé avec 1 fil de l'ADNc synthétisé par 
RT. L'enzyme utilisée est la JumpStart™ Taq DNA polymerase (Sigma) avec un tampon 
maison (12 mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM KC1, 8 mM MgCb, 150mM tréhalose, 0.2 % 
tween 20, 0,2 mg/ml de BSA, SyBr green 1,5x) et les amorces listées dans le tableau 2. 
Les réactions de qPCR sont réalisées avec l'appareil 7500 Fast Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems) et le programme détaillé dans l'ANNEXE 2. Les lectures sont 
prises à la fin de chaque cycle de 1 min à 60°C et à tous les 1°C lors de la courbe de 
dissociation. La méthode d'analyse utilisée est celle décrite par Pfaffl, 2001. 
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Tableau 2. Liste des amorces utilisées pour le RT-PCR et le RT-qPCR 
Pour chaque paire d'amorces, la première représente l'amorce sens et la seconde l'amorce 
anti-sens. 
Nom de l'amorce Séquence de l'amorce 
Actine 2 5' CTG GGG TTT TAT GAA TGG GAT CAA AG 3' 
5' GTA AGT AAA AAC CCA GAG AGT TTG TCA C 3' 
BI-1 5' CAC ACC TCG GTG ACA TGG ACT AT 3' 
5' TGG CCA CAC ACG ATA ACA ACC A 3' 
Lil3 5' TTG TGG CTG TAG CTG GAG TTC T 3' 
5' TCT GGC TCT TTC CAT GCA GCT T 3' 
GUS 5' AGA GTA TCA GTG TGC ATG GCT GGA 3' 
5' TTG TTA CCG CCA ACG CGC AAT A 3' 
1.5 ANALYSE BIO-INFORMATIQUE 
La séquence du promoteur d'AtBI-1 (numéro d'accession At5g47120) a été analysée à 
l'aide de 2 logiciels : Promomer et AthaMap. Promomer est disponible à l'adresse 
Internet suivante : www.bar.utoronto.ca/ntools/cgi-bin/BAR Promomer .cei. Ce logiciel a 
été utilisé afin d Identifier les éléments-cis de 4 à 10 paires de bases présents au moins 3 
fois dans la séquence du promoteur ainsi que la fréquence à laquelle ces éléments sont 
retrouvés chez tous les promoteurs d'A. thaliana. Le second logiciel, AthaMap, est 
disponible à l'adresse Internet suivante : www.athamap.de/index.php. Il a été utilisé afin 
d'identifier des sites de liaisons potentiels de facteurs de transcriptions sur une portion 
précise du promoteur d'AtBI-1. 
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1.6 ESSAIS DE LIAISON À L'ADN 
1.6.1 Extraction des protéines nucléaires 
L'extraction des protéines nucléaires a été réalisée sur des plantules âgées de 14 jours et 
traitées ou non aux UV-C. La méthode utilisée est celle proposée par Desveaux et al. 
(2004), avec quelques modifications. Environ 2 g de plantules sont broyés dans l'azote 
liquide, puis repris dans 2 ml de tampon C (0,33 M saccharose, 10 mM NaCl, 10 mM 
MES-NaOH pH 4.6, 1 mM EDTA, 10 mM DTT). Le mélange est filtré sur du coton 
fromage, puis centrifugé (13 300 rpm, 4°C, 15 min). Le culot est repris dans 1 ml de 
tampon C contenant 1 % de Triton X-100 pour lyser les chloroplastes. Le mélange est 
incubé 15 min sur la glace, puis centrifugé (13 300 rpm, 4°C, 5 min). La lyse est reprise 2 
à 3 fois, jusqu'à ce que le culot ne soit plus vert. Le culot est alors rincé 2 fois avec le 
tampon Q-Sépharose (20 mM HEPES/KOH pH 7.9, 1,5 mM MgCh, 0,2 mM EDTA, 
200 mM NaCl) et repris dans 200 |il de tampon Q-Sépharose. Les noyaux contenus dans 
le culot sont brisés par sonification, puis le mélange est centrifugé (13 300 rpm, 4°C, 15 
min) pour précipiter les débris cellulaires. Les protéines contenues dans le surnageant 
sont dosées à l'aide du kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) avant d'être utilisées. 
1.6.2 Marquage des sondes 
Les sondes d'ADN db utilisées pour le gel à retardement (tableau 3) ont été obtenues par 
PCR sur un plasmide contenant le promoteur complet d'AtBI-1. Les sondes de 22 pb 
utilisées pour la compétition (tableau 4) ont été obtenues à l'aide d'amorces 
complémentaires chauffées à 95°C et refroidies lentement jusqu'à température pièce. Les 
sondes sont marquées au 32P à l'aide du kit Ready-To-Go DNA Labelling Beads - dCTP 
(Amersham), puis purifiées à l'aide du kit illustraTM GXFTM PCR DNA and Gel Band 
Purification (GE Healthcare) selon les recommandations des fabricants. Le marquage des 
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sondes est évalué à l'aide d'un compteur à scintillation et les sondes sont diluées dans 
l'eau à une concentration équivalente à un compte de 150 000 à 250 000 dpm avant d'être 
utilisées pour le gel à retardement. 
Tableau 3. Liste des amorces utilisées pour obtenir les sondes d'ADN db pour le 
gel à retardement 
Pour chaque paire d'amorces, la première représente l'amorce sens et la seconde l'amorce 
anti-sens. 
Nom de la sonde Séquence de l'amorce Taille de la sonde 
Bgl IIA - Eco RI 5' GAG AGG TTG AGA TCT TGG GGA T 3' 384 pb 
5' GTC AGG TTT TGA ATT CTA GTT C 3' 
Bgl II A- Bgl II B 5' GAG AGG TTG AGA TCT TGG GGA T 3' 112 pb 
5' GAG AGA GAG AGA GAT CTT AAC A 3' 
Bgl II B - Eco RI 5' TGT TAA GAT CTC TCT CTC TCT C 3' 294 pb 
5' GTC AGG TTT TGA ATT CTA GTT C 3' 
Bgl II B - ls 5' TGT TAA GAT CTC TCT CTC TCT C 3' 154 pb 
5' CCA AGT TTC TAA CGA TAA CAA C 3' 
2s - Eco RI 5' TGA GCT ATG AAG GAA GTG AAA G 3' 188 pb 
5' GTC AGG TTT TGA ATT CTA GTT C 3' 
2s - 3s 5' TGA GCT ATG AAG GAA GTG AAA G 3' 101 pb 
5' CAT CAC GTA GTT TCT TCC TTAAAC 3' 
3s - Eco RI 5' GTT TAA GGA AAGAAA CTA CGT GAT G 3' 111 pb 
5' GTC AGG TTT TGA ATT CTA GTT C 3' 
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Tableau 4. Liste des amorces utilisées pour obtenir les sondes d'ADN db pour la 
compétition 
Pour chaque paire d'amorces, la première représente l'amorce sens et la seconde l'amorce 
anti-sens. 
Nom de la sonde Séquence de l'amorce 
Cl 5' AGT GAA AGA GAT GIT GTT ATC G 3' 
5' CGA TAA CAA CAT CTC TTT CAC T 3' 
C2 5' TGT TAT CGT TAG AAA CTT GGA T 3' 
5' ATC CAA GTT TCT AAC GAT AAC A 3' 
C3 5' ACT TGG ATT GTA TGT CGT TTT C 3' 
5' GAA AAC GAC ATA CAA TCC AAG T 3' 
C4 5' TCG TTT TCC TTT TTT AAT TCA G 3' 
5' CTGAAT TAA AAA AGG AAA ACG A 3' 
C5 5' TAA TTC AGT TTA AGG AAG AAA C 3' 
5' GTT TCT TCC TTA AAC TGA ATT A 3' 
C6 5' AGA AAC TAC GTG ATG TTT TCT G 3' 
5' CAG AAA ACA TCA CGT AGT TTC T 3' 
Cl 5' GTT TTC TGT AAG CAA AAA TAG A 3' 
5' TCT ATT TTT GCT TAC AGA AAA C 3' 
es 5' AAA ATA GAA AGA TAA ACG AGA C 3' 
5' GTC TCG TTT ATC ITT CTA TTT T 3' 
C9 5' AAC GAG ACT GTT AAT GGG CTT T 3' 
5' AAA GCC CAT TAA CAG TCT CGT T 3 ' 
CIO 5' GGC TTT GCG ATC AGC CCA TAT A 3' 
5' TAT ATG GGC TGA TCG CAA AGC C 3' 
GT-1 5' TGT GTG GTT AAT ATG TGT GTG GTT AAT ATG 3' 
5' CAT AIT AAC CAC ACA CAT ATT AAC CAC ACA 3' 
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1.6.3 Gel à retardement 
Les essais de retardement ont été effectués sur des gels de polyacrylamide 6% dans du 
tampon tris-glycine (28,52 g/1 de glycine, 6,05 g/1 de Tris, 0,74 g/1 d'EDTA). 10 à 20 pg 
de protéines nucléaires sont préparées dans le tampon D (10 mM HEPES pH 7.9, 10 % 
glycéine, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 0,25 mM DIT) auquel est ajouté 5 mM de KC1 
et ImM de MgCk et/ou ImM de ZnCh- Les échantillons sont incubés 20 minutes à 
température pièce en présence de la sonde d'ADN db marquée à un compte final 
d'environ 10000 dpm. Pendant ce temps, le gel est mis sous tension à 120 V. Les 
échantillons sont ensuite déposés sur le gel alors que celui-ci est toujours sous tension. Le 
temps de migration varie de 2 à 4 h selon la taille de la sonde utilisée. Après la migration, 
les protéines sont fixées au gel pendant 20 min dans une solution de 20 % méthanol et 
10 % acide acétique. Le gel est ensuite séché et les résultats sont lus sur un 
phosphoimager Molecular imager FX (Bio-Rad) après une exposition de 24 à 48 h. 
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CHAPITRE 2 
RÉSULTATS 
2.1 RÔLE D'AtBI-1 DANS LA MCP 
AtBI-1 est reconnu pour son rôle dans la protection contre la MCP causée par différents 
stress biotiques et abiotiques tels que le peroxyde d'hydrogène, l'acide salicylique, la 
chaleur et plusieurs agents pathogènes (Kawai-Yamada et al., 2004; Sanchez et al., 2000; 
Watanabe et Lam, 2006). Cette protection contre la MCP est accompagnée par 
l'augmentation de l'expression d'AtBI-1. L'exposition à plusieurs autres stress, 
notamment les UV-C, occasionnent également l'augmentation de l'expression d'AtBI-1 
(Djoumad, 2009). Cependant, le rôle potentiel de protection d'AtBI-1 contre la MCP 
causée par plusieurs de ces stress n'a pas encore été démontré. La première partie de ce 
projet consistait à préciser davantage le rôle d'AtBI-1 en testant sa capacité de protection 
au niveau de deux stress abiotiques et d'une hormone végétale : les UV-C, le méthyl 
viologène et les cytokinines. 
2.1.1 Protection contre les UV-C 
Le rôle de protection d'AtBI-1 a d'abord été testé contre la MCP induite par les UV-C. 
En effet, un traitement aux UV-C à une dose de 10 à 50 kJ/m2 induit une MCP chez A. 
thaliana (Danon et Gallois, 1998). À ces doses, on note également une augmentation de 
l'expression d'AtBI-1 (Djoumad, 2009). Afin de mesurer l'effet protecteur d'AtBI-1, un 
dosage de la chlorophylle a été effectué à différents temps suite à un traitement aux UV-
C. Le dosage de la chlorophylle est utilisé puisque la mort cellulaire induite par les UV-C 
entraîne une perte de la chlorophylle. De plus, cette méthode a été précédemment utilisée 
46 
pour démontrer qu'AtBI-1 joue un rôle de protection contre la MCP induite par un 
traitement à la tunicamycine (Watanabe et Lam, 2008b). 
Les traitements aux UV-C ont été effectués sur plusieurs lignées de plantules en plus du 
type sauvage Col-0. Deux lignées surexprimant AtBl-1 ont été utilisées : 35S :: BI-1 et 
NW166/WT (Watanabe et Lam, communication personnelle). Ces deux lignées possèdent 
une construction comprenant le gène AtBl-1 couplé au promoteur 35S et expriment le 
gène respectivement 3 et 2 fois plus que le type sauvage (données non montrées). Deux 
lignées mutantes pour le gène AtBl-1 ont également été utilisées : bi-1-1 (-/-) exprime une 
protéine BI-1 sans C-terminal, donc non-fonctionnelle et bi-1-2 (-/-) est un mutant nul 
(Watanabe et Lam, 2006). Toutes les plantules ont été traitées à une dose d'UV-C de 20 
kJ/m2 et la perte de chlorophylle a été mesurée aux temps 0, 24, 48 et 72 h post­
traitement. 
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• Col-0 
BNW166AVT 
Figure 11. Quantité de chlorophylle perdue après un traitement aux UV-C de 20 
kj/m2 
La perte de chlorophylle a été calculée par rapport à la quantité de chlorophylle mesurée à 
Oh pour chaque lignée. Chaque valeur représente la moyenne de 6 répétitions de 30 
plantules. 
Les résultats nous permettent d'observer que la perte de chlorophylle est 
significativement plus importante pour les 2 mutants, bi-1-1 (-/-) et bi-1-2 (-/-), que pour 
le type sauvage Col-0. En effet, la quantité de chlorophylle perdue est deux fois plus 
élevée chez les mutants, et ce dès 24 h post-traitement. Une importante différence 
continue d'être observée pour les temps 48 et 72 h. Lorsqu'on regarde du côté du 
surexpresseur 35S :: BI-1, la perte de chlorophylle est comparable à celle observée pour 
le type sauvage. Cependant, il semble qu'à 24 h post-traitement la perte de chlorophylle 
de 35S :: BI-1 soit légèrement inférieure à celle du Col-0. Si on regarde du côté du 
deuxième surexpresseur, NW166/WT, la perte de chlorophylle semble égaler celle des 
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deux mutants, c'est-à-dire qu'elle est significativement plus importante que celle du type 
sauvage, et ce pour les trois temps testés. Il semble donc que les deux surexpresseurs ne 
réagissent pas de la même façon suite à un traitement aux UV-C. Il est toutefois 
important de mentionner que les plantules NW166/WT possèdent plus de chlorophylle au 
départ (données non montrées) que toutes les autres lignées, donc une possibilité d'une 
plus grande perte. 
Puisque des doses d'UV-C de 10 à 50 kJ/m2 causent une MCP chez A. thaliana, 
l'extraction de la chlorophylle a également été faite après des traitements de 10 et 30 
kJ/m2. Dans le premier cas, soit 10 kJ/m2, la MCP induite par le traitement n'est pas assez 
importante pour permettre d'observer une différence dans la quantité de chlorophylle 
perdue entre chacune des lignées. Dans le deuxième cas, soir le traitement à 30kJ/m2, la 
MCP induite est trop importante pour voir une différence dans la quantité de chlorophylle 
perdue entre chacune des lignées (données non montrées). 
2.1.2 Mutants sensibles aux UV-C 
Afin de préciser davantage le rôle d'AtBI-l lors de la MCP causée par les UV-C, son 
expression a été mesurée par RT-PCR chez quatre lignées mutantes d'A thaliana 
sensibles aux UV-C. Le premier mutant, uvhl, a été isolé pour son hypersensibilité à 
l'exposition aux UV-C et aux UV-B (Harlow et al., 1994). Le gène muté responsable de 
cette hypersensibilité est un homologue de RAD1, un gène de levure impliqué dans la 
réparation de l'ADN par excision de nucléotides (Fidantsef et al., 2000). Le deuxième 
mutant, uvh3, et le troisième, uvhô, ont également été isolés pour leur hypersensibilité et 
leur sénescence précoce suite à un traitement aux UV (Jenkins et al., 1995). Le gène muté 
chez uvh3 est un homologue de RAD2 (Liu et al., 2001) et chez uvhô, un homologue de 
RAD3 (Liu et al., 2003), deux gènes impliqués dans la réparation de l'ADN chez la 
levure. Le dernier mutant, uvr2, a été isolé pour sa sensibilité aux UV causée par un 
système de photoréparation déficient (Landry et al., 1997). La mutation se trouve au 
niveau d'une photolyase (Jiang et al., 1997). Pour vérifier si AtBl-1 joue également un 
rôle dans la sensibilité de ces mutants face aux UV, ils ont été traités aux UV-C à une 
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dose de 10 kJ/m2 et l'expression df AtBI-1 a été évaluée par PCR semi-quantitatif avant le 
traitement et aux temps 0, 12, 24 et 48 h et comparée à celle du type sauvage Col 0. 
ColO 
1)4 0 12 24 48 h 
AtBI-I 
uvh6 
n-t 0 12 24 48 h 
AtBI-1 
Actine2 
uvhl 
IH 9 12 24 48 h 
uvr2 
n-t 0 12 24 48 h 
uvh3 
n-t 0 12 24 48 h 
Figure 12. RT-PCR du gène AtBI-1 pour les mutants hypersensibles aux UV 
Pour chacune des lignées, les bandes du haut représentent l'expression <¥ AtBI-1 chez des 
plantules de 10 jours suite à un traitement aux UV-C de 10 kJ/m2 aux temps non-traité, 0, 
12, 24 et 48h. Les bandes du bas représentent le gène contrôle actine 2. Les gels sont 
représentatifs de 2 répétitions. 
L'observation des résultats de RT-PCR nous permet de constater que l'expression d'AtBI-
1 suite à un traitement aux UV-C est semblable chez tous les mutants et comparable au 
type sauvage. En effet, dans tous les cas, on note d'abord une diminution de l'expression 
d'AtBI-1 à 0 h, soit immédiatement après l'irradiation, puis une augmentation de 
l'expression du gène à 12 ou 24 h post-traitement selon la lignée. De plus, le niveau 
d'expression $ AtBI-1 est plutôt homogène entre les différentes lignées bien qu'av/i/ 
semble avoir un niveau basai un peu plus faible que les autres lignées et uvr2 un peu plus 
élevé. Le niveau d'expression A'AtBI-1 ne semble donc pas relié à la sensibilité aux UV 
des lignées mutantes. 
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2.1.3 Protection contre le méthyl viologène 
Une des caractéristiques des la MCP induite par les UV-C est la production d'une 
flambée oxydative 15 à 30 minutes après le traitement (Gao et al., 2008a). Cette 
production de ROS est concentrée près des chloroplastes et des mitochondries et semble 
être un signal important dans la MCP causée par les UV-C. D'autres stress sont reconnus 
pour provoquer la production de ROS, notamment le méthyl viologène, un herbicide 
induisant une MCP chez plusieurs types de plantes (Chen et Dickman, 2004). Puisque 
AtBI-1 est en mesure d'inhiber la MCP causée par certaines ROS comme le H2O2 
(Kawai-Yamada et al., 2004), le rôle de protection d'AtBI-1 a été testé suite à un 
traitement au méthyl viologène. 
Le traitement au méthyl viologène a été fait sur le type sauvage Col 0, les mutants utilisés 
pour les traitements aux UV-C, le mutant NW166/bi-l-2 (-/-) et le mutant rcdl (Radical 
induced cell death). NW166/bi-l-2 (-/-) complémente le mutant bi-1-2 (-/-) (Watanabe et 
Lam, communication personnelle) alors que rcdl a une résistance accrue à la MCP 
causée par un traitement au méthyl viologène à des doses de 0,8 fi M puisqu'il est peu 
sensible aux ROS (Belles-Boix et al., 2000; Fujibe et al., 2004). Afin de vérifier la 
sensibilité des différentes lignées au méthyl viologène, des essais de germination ont été 
effectués sur des milieux de germination (GM) contenant 0,5 |aM de méthyl viologène 
(figure 13). 
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120 -, 
• GM 
• QM + Méthyl vioiogène 
ColO 35SBI-1 NW166/WT NWl66/bi-1-2 (-/-) bi-1-1 (•/•) bi-1-2 (-/-) RCD-1 
Figure 13. Pourcentage de germination sur méthyl vioiogène 0,5 fiM 
Le pourcentage de germination sur méthyl vioiogène est calculé en ramenant le 
pourcentage de germination réel sur milieu GM à 100 %. La germination est déterminée 
après 4 à 5 jours d'incubation à 22°C en lumière continue. Chaque pétris contient 60 
graines. Les résultats représentent 3 essais faits en duplicata. 
Les résultats démontrent qu'il y a une sensibilité au méthyl vioiogène chez toutes les 
lignées testées à l'exception du mutant rcdl. Le degré de sensibilité de chacune des 
lignées ne semble pas nécessairement lié à la quantité d'AtBI-l. En effet, les 2 mutants 
n'exprimant pas de BI-1 fonctionnel ont des pourcentages de germination très différents : 
9 % pour bi-1-1 (-/-) et 62 % pour bi-1-2 (-/-).La même chose peut être observée pour les 
surexpresseurs chez qui 35S BI-1 germe à 56 % et NW166/WT germe à 37 %. Après le 
mutant rcdl, c'est le type sauvage Col 0 qui semble le plus résistant avec un pourcentage 
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de germination de 75 %. Enfin, étrangement NW166/bi-l-2 (-/-) a un taux de germination 
beaucoup plus faible que le mutant qu'il complémente avec seulement 31 %. Seules, les 
lignées bi-l-1 {-/-), NW166/WT et NW166/bi-l-2 (-/-) présentent un taux de germination 
significativement différent de celui du type sauvage. Ainsi, l'absence d'AtBI-1 semble 
provoquer une plus grande sensibilité au méthyl viologène, mais sa surexpression ne 
provoque pas de protection supplémentaire. 
L'expression d'AtBI-1 a été évaluée pour le type sauvage et le mutant rcdl afin de 
vérifier le niveau d'expression du gène chez le mutant. L'expression d'AtBI-1 a été 
mesurée par RT-PCR sur des plantules de 14 jours germées sur un milieu contenant 0,5 
ou 1 nM de méthyl viologène. 
Col 0 rcdl 
n-t 0,5 1 M** 0,5 1 |iM 
AtBI-I 
Actine2 
Figure 14. RT-PCR du gène AtBI-1 après un traitement au méthyl viologène 
Pour chacune des lignées, les bandes du haut représentent l'expression d'AtBI-1 chez des 
plantules de 14 jours germées sur un milieu non-traité, un milieu GM contenant 0,5 pM 
de méthyl viologène et un milieu GM contenant 1 nM de méthyl viologène. Les bandes 
du bas représentent le gène témoin actine 2. 
L'analyse qualitative des résultats du RT-PCR montre que le niveau d'expression d'AtBI-
1 est comparable entre les 2 lignées. 
2.1.4 Protection contre les cytokinines 
Le rôle de protection d'AtBI-1 a été testé avec un troisième agent stressant pouvant 
causer une MCP chez les plantes : les cytokinines. Chez le tabac, un traitement au BAP à 
faible dose (0,1 à 10 nM) entraîne une accumulation de la protéine NtBI-1, mais 
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l'expression du gène ne semble pas augmenter. Un traitement à forte dose (25 jiM) 
entraîne plutôt une augmentation de l'expression de NtBI-J assez importante, mais 
transitoire, et une faible accumulation de la protéine (Bolduc et al., 2007). Chez les 
suspensions cellulaires d'A. thaliana, une dose de BAP supérieure à 8 |iM induit une 
MCP (Carimi et al., 2003). Puisque NtBI-1 semble jouer un rôle lors de la MCP induite 
par BAP chez le tabac, le rôle d'AtBI-1 a été investigué par un dosage de la chlorophylle. 
Le dosage de la chlorophylle a été effectué sur le type sauvage Col 0 et les mutants 
utilisés pour le traitement aux UV-C. Les plantules sont mises à germer sur un milieu 
contenant 15 jjM de BAP et la chlorophylle est dosée après 14 jours d'incubation. 
0,700 -, 
• GM 
• GM + 15UM BAP 
0,600 
0,500 
O) 0,400 
Q. 0,300 O 
0,200 
0,100-
ColO 35SBI-1 NW166/WT NW166/bi-1-2 (-/-) bH-1 (-/-) bi-1-2 (-/-) 
Figure 15. Quantité de chlorophylle contenue dans les plantules après un traitement 
au BAP de 15 pM 
Chacune des valeurs représente la moyenne de chlorophylle contenue dans 3 répétitions 
de 30 plantules. 
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La quantité de chlorophylle retrouvée dans les plantules est semblable pour toutes les 
lignées et ce, avec ou sans le traitement de 15 (iM de BAP. L'absence ou la surexpression 
d'AtBI-1 ne semble donc pas jouer un rôle dans la sensibilité à la MCP causée par les 
cytokinines. Un deuxième essai a été effectué en transférant des plantules germées sur un 
milieu sans traitement sur un milieu contenant 15 pM de BAP après 4 jours d'incubation 
et les résultats obtenus sont les mêmes, il n'y a pas de différence significative entre 
chacune des lignées. Enfin, un milieu contenant 30 pM de BAP a également été utilisé, 
mais cette dose est trop élevée, les plantules étant trop affectées pour pouvoir effectuer un 
dosage de la chlorophylle (données non montrées). 
2.2 ANALYSE DU PROMOTEUR D'AtBI-1 
Le gène AîBI-1 est situé sur le chromosome 5 d'A. thaliana. Il possède une région 5' non-
traduite (promoteur) de 849 pb qu'il partage avec le gène AtLil3 (light harvesting-like) 
(figure 16). Lil3 est une petite protéine qui lie la chlorophylle et est induite dans les 
thylakoïdes lors d'un stress lumineux (Peltier et al., 2004). Lil3 forme un complexe liant 
les pigments et aurait également un rôle dans la déétiolation (Reisinger et al., 2008) et la 
biosynthèse de la chlorophylle et le tocophérol (Tanaka et al., 2010). La deuxième partie 
de ce projet s'intéresse au promoteur d'AtBI-1 afin d'identifier une région régulatrice 
spécifique aux UV-C. En effet, la première partie de ce projet indique un possible rôle de 
protection pour AtBI-1 lors de la MCP causée par les UV-C. De plus, des résultats 
préliminaires indiquent que les UV-C augmentent l'expression d'AtBI-1 chez A. thaliana 
et que cette régulation est perdue lors de la perte d'une portion du promoteur (Djoumad, 
2009). 
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Figure 16. Schéma du promoteur dyAtBI-1 
Le schéma représente la région 5' non-traduite (promoteur) et les sites d'initiation de la 
transcriotion des gènes BI-1 et Lil3 chez A. thaliana. 
2.2.1 Expression d'AtBI-1 
Bien que l'on sache que les UV-C induisent une augmentation de l'expression $ AtBI-1, 
cette dernière n'a jamais été quantifiée. Afin de quantifier l'expression d'AtBI-1, des 
plantules Col 0 âgées de 10 jours ont été irradiées à une dose de 30 kJ/m2, puis 
l'expression du gène a été mesurée par RT-qPCR à 0, 6, 12, 24 et 48 heures post­
traitement (figure 17). Cette méthode a également été utilisée pour mesurer l'expression 
du gène AtLïl3 afin de comparer sa réaction face à un traitement aux UV-C à celle du 
gène AtBI-1 puisqu'ils possèdent la même région 5' non-codante, donc possiblement le 
même promoteur. 
Les résultats ont été analysés à l'aide de la méthode décrite par Pfaffl, 2001. Cette 
méthode permet de calculer la variation de l'expression d'un gène par rapport à un 
témoin interne dont l'expression ne varie pas suite au traitement utilisé. Cette méthode 
d'analyse tient également compte de l'efficacité des amorces dans chacune des réactions. 
Les calculs utilisés pour l'analyse des données sont détaillés dans l'annexe 1. Dans le cas 
présent, le témoin interne utilisé est l'actine 2. L'efficacité de chacune des paires 
d'amorces a été calculée et se chiffre à 94 % pour Yactine 2 et BI-1 et à 91 % pour Lil3. 
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traité 
Figure 17. Expression relative des gènes AtBI-1 et AtLil3 après traitement aux UV-C 
de 30 kj/m2 
L'expression relative a été calculée en donnant la valeur arbitraire de 1 à l'expression des 
gènes chez des plantules non-traitées aux UV-C. Chaque graphique représente la 
moyenne de 3 répétitions faites en duplicata. 
Les graphiques nous permettent de constater que l'expression relative des gènes AtBI-1 et 
AtLil3 suite à un traitement aux UV-C est bien différente malgré le fait qu'ils possèdent le 
même promoteur. L'expression <X AtBI-1 augmente dès la fin du traitement pour atteindre 
un pic à 24h post-traitement avant de diminuer. L'expression relative maximale atteinte à 
24 h est environ 5 fois supérieure à celle retrouvée chez les plantules non-traitées aux 
UV-C. L'expression d*AtLil3, quant-à-elle, diminue radicalement immédiatement après le 
traitement aux UV-C et reste très faible pour tous les temps testés. 
2.2.2 Délétion du promoteur 
Afin d'identifier une région régulatrice spécifique aux UV-C, différentes constructions 
ont été faites par Djoumad (2009). Ces constructions, représentées dans la figure 18, 
comprennent le promoteur d'AtBI-1 tronqué à différents sites de restriction et couplé au 
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gène rapporteur de la P-glucuronidase (GUS). Il est important de noter que les 2 
premières constructions, soit le promoteur complet et la délétion Bgl II A, comprennent 
une portion du gène AtLil3 puisque l'annotation du génome d'A thaliana était différente 
au moment où elles ont été faites. Toutes les constructions ont par la suite été utilisées 
pour transformer des plants d'A. thaliana. 
Promoteur complet (1042 pb) [~GUS 
~ZJ 
Bgl 11A (9nbpl [GUS 
Bgl II B (835 pb) r-> 
GUS 
Eco RI (562 pb) . 
I  IGUS 
Hind III (350 pb) 
i Lsyi 
Figure 18. Schéma représentant les constructions du promoteur A'AtBI-1 
Le nom de chacune des constructions correspond au site de restriction utilisé jpour faire la 
délétion du promoteur. Les flèches représentent les sites d'initiation de la transcrition du 
gène GUS (représenté en mauve) couplé au promoteur et du gène AtLil3 (représenté en 
jaune) dont une portion se retrouve au niveau des constructions du promoteur complet et 
de la délétion Bgl II A. 
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2.2.2.1 Expression de GUS 
Les plantes transformées à l'aide des constructions du promoteur d'AtBI-l ont été 
utilisées pour quantifier l'expression du gène GUS et identifier au niveau de quelle 
délétion la perte de la régulation par les UV-C est observée. Avant d'être utilisée, chaque 
lignée hétérozygote a été autofécondée afin d'obtenir une nouvelle génération de graines. 
Il est alors possible d'identifier les lignées homozygotes qui présentent un taux de 
germination d'environ 100 % sur antibiotique alors que les lignées hétérozygotes 
présentent une ségrégation de type 3:1. Les graines ont donc été sélectionnées sur un 
milieu contant de l'hygromycine afin d'obtenir 3 lignées homozygotes distinctes pour 
chacune des constructions. 
Les premiers tests d'expression de GUS ont été effectués sur les lignées comprenant la 
construction du promoteur complet afin de déterminer si l'expression de GUS suite à un 
traitement aux UV-C de ces lignées pouvait être comparée à l'expression d'AtBI-l chez 
les plantules de type sauvage. Les plantules ont été irradiées à une dose d'UV-C de 30 
kJ/m2 et l'expression relative a été mesurée par RT-qPCR aux temps 0, 12, 24, 48 et 72 
heures post-traitement (figure 19). Les résultats ont été analysés à l'aide de la méthode de 
Pfaffl et l'efficacité des amorces pour GUS se chiffre à 95 %. En comparant les résultats 
avec ceux obtenus pour AtBI-1 chez le Col 0 (figure 17), on remarque que l'expression 
relative des 2 gènes est semblable. Dans les 2 cas on voit une augmentation de 
l'expression qui débute immédiatement après le traitement pour atteindre un pic à 24 h et 
redescendre à partir de 48 h. De plus l'expression relative maximale est comparable : 
environ 4 fois plus élevée que le non-traité pour GUS et 5 fois plus élevée que le non-
traité pour AtBI-1. Ces résultats nous indiquent que les lignées comprenant les 
constructions sont un bon modèle pour étudier le promoteur d'AtBI-l. 
Par la suite, les tests d'expression de GUS ont donc été effectués sur chacune des lignées. 
Les mêmes conditions sont toujours utilisées, c'est-à-dire un traitement aux UV-C de 30 
kJ/m2 et une mesure de l'expression de GUS par RT-qPCR aux temps 0, 12, 24, 48 et 72 
heures (figure 19). Pour faciliter la comparaison entre les différentes lignées, l'expression 
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relative a été calculée par rapport à l'expression de GUS chez les plantules non-traitées de 
la lignée du promoteur complet qui a reçu la valeur arbitraire de 1. 
L'expression relative de GUS pour chacune des délétions a été comparée à celle du 
promoteur complet non-traité. Pour la délétion Bgl II A, l'expression relative de GUS est 
assez semblable à celle observée chez le promoteur complet. En effet, bien que 
l'expression basale de GUS à 0 h soit légèrement plus élevée pour la délétion Bgl II A, on 
observe la même courbe d'expression que pour le promoteur complet, c'est-à-dire une 
augmentation de l'expression de GUS jusqu'à 24 h, puis une diminution à partir de 48 h. 
L'expression relative de GUS pour la délétion Bgl IIB est également semblable à celle du 
promoteur complet. Encore une fois, on observe la même courbe d'expression, mais 
l'expression basale de GUS est 3 fois plus élevée pour la délétion Bgl II B que pour le 
promoteur complet. Lorsqu'on regarde du côté de la délétion Eco RI, on remarque que le 
patron d'expression relative de GUS est totalement différent de celui observé pour le 
promoteur complet. Pour la délétion Eco RI, l'expression basale est très élevée, 7 fois 
plus que pour le promoteur complet. De plus, on n'observe pas d'augmentation de 
l'expression de GUS après le traitement aux UV-C, mais plutôt un plateau suivi d'une 
diminution de l'expression à partir de 24 h post-traitement. Enfin, si on regarde du côté 
de la délétion Hind m, le patron d'expression relative de GUS est encore une fois bien 
différent de celui observé pour le promoteur complet. En fait, tout comme pour la 
délétion Eco RI, l'expression basale est très élevée, soit 7 fois plus importante que pour le 
promoteur complet, et on n'observe aucune augmentation de l'expression de GUS, mais 
bien une diminution à partir de 24 h. Il est important de mentionner que les écarts-types 
importants observés pour les délétions Eco RI et Hind III sont dus à l'utilisation de 3 
lignées avec une expression basale de GUS assez différentes les unes des autres. 
Cependant, les courbes d'expression observées pour chacune des lignées sont semblables 
à celles représentées par les graphiques de la figure 19. 
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promoteur 
complet 
délétion 
BgiftA 
Oh 12h 24ti 48h 72h Oh 12h 24h 48H 721» 
délétion 
Eco RI 
délétion 
BgillB 
Oh 12ti 24h 48h 72h Oh 12h 24h 48h 72h 
2 »- « 
délétion 
HindM 
Oh I2h 24h 48h 72h 
Figure 19. Expression relative du gène GUS après traitement aux UV-C de 30 kj/m2 
Chaque graphique représente la moyenne de 3 répétitions fait en duplicata sur 3 lignées 
distinctes. 
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2.2.2.2 Identification de la région régulatrice spécifique aux UV-C 
Les tests d'expression de GUS ont mis en évidence une perte de la régulation par les UV-
C à partir de la délétion Eco RI puisque le patron d'expression relative de GUS est 
totalement différent de celui du promoteur complet. L'augmentation de l'expression 
basale du GUS suggère que la délétion du promoteur entraîne la perte d'une régulation 
négative. Cette augmentation de l'expression basale commence à être visible dès la 
délétion Bgl IIB et n'est pas plus importante au niveau de la délétion Hind m que pour la 
délétion Eco RI. De plus, des résultats histochimiques obtenus précédemment sur ces 
lignées appuient ces données puisque la coloration bleue de la protéine GUS est beaucoup 
plus intense pour les délétions Eco RI et Hind III que pour les autres délétions (Djoumad, 
2009). Ainsi, afin de s'assurer d'englober la totalité de la région régulatrice spécifique 
aux UV-C, la région choisie pour la suite des analyses du promoteur d'AtBI-1 se situe 
entre les sites de restrictions Bgl IIA et Eco RI. 
Bgl «A Bgl IB Eco RI 
385 pb 
A G A : : TCXXKjATGAGAnAGGGTTTTCi^ GTCAGGAAGAGATCGGCGGAG 
AGAATAACGCCATGGATATAGACA i 1 llil 10TTAAGATCTCTCTCTC1UTCTC 
GAGTTAGTTIGAATGTGTGGTTIGAAATGAGCTATGAAGGAAGTGAAAGAGA 
TCTTCïïTATCGTTAGAAACTTGil^ TTGrArCTCGTTTTCL 11 i i 1 i AATTCAGT 
TTAAGGAAGAAACTACGTGATGITITCTCrAAGCAAAAATAGAAAGATAAAC 
GAGACrGITAAIGGGCTTTGCGATCAGCœATATAGAACTAGAATrC 
Figure 20. Schéma et séquence de la région régulatrice spécifique aux UV-C 
Les sites de restrictions utilisés pour les constructions sont représentés en orange (Bgl II 
A), rouge (Bgl II B) et bleu (Eco RI) dans la séquence. 
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2.2.3 Analyses bio-informatiques 
La région du promoteur d'AtBI-1 identifiée comme la région régulatrice spécifique aux 
UV-C a été analysée à l'aide de 2 logiciels afin de vérifier la présence de motifs ou de 
sites de liaison connus. 
2.2.3.1 Promomer 
Le premier logiciel utilisé pour l'analyse bio-informatique est Promomer. Ce dernier 
permet d'identifier des éléments-cis qui sont surreprésentés, c'est-à-dire présents au 
moins 3 fois sur la séquence du promoteur. Le logiciel donne également le pourcentage 
de promoteurs d'A. thaliana qui possèdent ces motifs. Le tableau 5 dresse la liste des 
éléments-cis identifiés qui se retrouvent au moins 1 fois à l'intérieur de la région 
identifiée comme régulatrice spécifique aux UV-C. 
Les éléments-cis listés dans le tableau 5 possèdent 4 à 8 bases et se retrouvent à 
l'intérieur de plusieurs éléments régulateurs. La liste complète de ces éléments 
régulateurs se trouve dans l'ANNEXE 3. Plusieurs de ces éléments régulateurs sont 
intéressants pour la régulation par les UV-C, mais aucun n'y est relié directement. On 
retrouve cependant plusieurs éléments liés à la régulation de la réponse à la lumière : 
CIACADIANLHC, qui est impliqué au niveau du cycle circadien, ELRE2PCPAL1, 
PALBOXLPC, PALBOXPPC, 3AF1BOXSRBCS3, BOXIÏPCCHS, GBOXPC, 
LRENPCABE et LREBOXIIPCCHS1, qui sont des LRE (light-responsive element), 
BOXBPSAS1, qui est régulé négativement par la lumière et GAGAGMGSA1, qui est 
impliqué dans la synthèse de la chlorophylle (Diaz-Martin et al., 2005; Hudson et Quail, 
2003; Terzaghi et Cashmore, 1995). Plusieurs autres éléments sont reliés aux réponses à 
différents stress : HSE (heat shock responsive element), MYB2AT et ABREZMRAB28, 
qui sont impliqué dans le stress hydrique, AGMOTIFNTMYB2, WARBNEXTA et 
20NTNTNOS, qui sont impliqués dans la réponse à la blessure et ARE1 et COREOS qui 
sont impliqués dans la réponse des antioxydants (Diaz-Martin et al, 2005; Terzaghi et 
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Cashmore, 1995). Il est donc possible qu'un de ces éléments régulateurs soit impliqué 
dans la régulation par les UV-C. 
Tableau 5. Liste des éléments-cis retrouvés au moins 1 fois sur la région régulatrice 
spécifique aux UV-C 
Pour chaque élément, on retrouve la séquence de celui-ci ainsi que le pourcentage de 
promoteurs d'A. thaliana qui possèdent cet élément. 
Élément-cis Pourcentage (%) Élément-cis Pourcenta 
TCTCTCTC 0.2 AGTTT 4.9 
CTCTCTCT 0.2 ATAGA 3.0 
ÎTITITIT 5.6 TAGAA 3.8 
GAGAGAA 0.4 CTTGG 1.2 
AGGAAG 0.2 TGTTA 4.8 
AGAGAA 2.1 GGAGA 4.3 
GATCTC 0.3 GATCT 3.2 
AACTAC 0.4 GAAGT 2.5 
AAGTGA 1.0 CGGAG 2.0 
AATAAC 2.6 CGATC 2.2 
TATAGA 1.7 ACGTG 3.0 
GAGATT 2.0 TAAGG 3.6 
TGTTAA 2.3 CCCAT 4.2 
AGAAAC 4.1 ACTAC 4.9 
ATAGAA 2.4 TAAGC 4.1 
TTGTTA 4.5 TCTC 1.0 
AAACTA 4.9 CTCT 0.8 
TAGAAA 4.4 ACGA 0.6 
AGAGA 3.5 AACT 1.3 
GAGAT 0.7 TAGA 2.1 
AACTA 1.7 AGAT 5.0 
GGAAG 0.8 
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2.2.3.2 AthaMap 
Le deuxième logiciel utilisé, AthaMap, permet de déterminer les sites de liaison 
potentiels de facteurs de transcription connus sur une séquence donnée. Une analyse de la 
région comprise entre les sites de restrictions Bgl II A et Eco RI a été faite et les résultats 
sont listés dans le tableau 6. 
Tableau 6. Liste des facteurs de transcription possédant un site de liaison potentiel 
dans la région régulatrice spécifique aux UV-C 
Pour chaque facteur de transcription, on retrouve la séquence consensus reconnue et le 
nombre de fois où cette séquence est présente dans la séquence de la région régulatrice 
spécifique aux UV-C. 
Facteur de transcription Région consensus Présent 
ZmHox2a TCCT ou GATC 8x 
ARR10 AGAT suivi de A/TCG ou CTT lx 
TGA1 TGACG lx 
GT-1 GTGTGGTT AATATG 2x 
ID1 TTTGTC-G/C-T/C-T/A-T/A 2x 
GAMYB TAACAAA lx 
AGP! AGATCCAA 2x 
ALFIN1 GNGGTG lx 
NtERF2 CGCCGCC lx 
DOF2 AAAG 4x 
CBF CANNTG lx 
Une recherche a été faite sur chacun de ces facteurs de transcription afin de vérifier si 
certains sont impliqués dans les réponses aux stress et plus spécifiquement aux UV-C. 
Plusieurs de ces facteurs sont impliqués dans le développement de la plante : ZmHox2a 
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dans le développement général (Kirch et al., 1998), EDI dans la floraison et la formation 
des graines et des feuilles (Kozaki et al., 2004), DOF2 dans la photosynthèse et la 
formation des graines (Yanagisawa et Schmidt, 1999), GAMYB dans les réponses aux 
gibbérellines (Gubler et al., 1999), NtERF2 dans les réponses à l'éthylène (Hao et al., 
2003) et ARR10 dans les réponses aux cytokinines (Hosoda et al., 2002). Ces derniers ont 
donc peu de chance d'être impliqués dans la régulation par les UV-C. Par contre, les 
facteurs de transcription restant sont impliqués dans la régulation face à différents stress : 
TGA1 dans la régulation des PR-gènes (Kesarwani et al., 2007), AGP1 dans la réponse 
aux blessures et aux éliciteurs (Sugimoto et al., 2003), ALFIN1 dans la tolérance à la 
salinité (Winicov and Bastola, 1999), CBF dans la tolérance au froid (Medina et al., 
1999) et GT-1 dans la régulation par les UV (Ouwerkerk et al., 1999). Le facteur de 
transcription GT-1 a donc été sélectionné comme candidat potentiel même si les gènes 
régulés par ce facteur voient habituellement leur expression diminuer suite à un 
traitement aux UV alors que l'expression d'AtBI-] est augmentée suite à un traitement 
aux UV-C. 
2.2.4 Gel à retardement 
Afin de vérifier si une protéine ou un complexe protéique se lie à la région identifiée 
comme régulatrice aux UV-C, plusieurs essais de gel à retardement ont été effectués à 
l'aide de différentes sondes d'ADN (figure 21). Les protéines utilisées pour les essais 
sont des protéines nucléaires extraites sans traitement aux UV-C ou 24 heures après une 
irradiation de 20 kJ/m2. 
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BglIA BgilB Eco Ri 
Région régulatrice spécifique aux UV-C | | | 385 pb 
Bgl n A - Eco RI 1 1 384 pb 
Bgt n a - Bgl n b h—H 112 pb 
Bgl IIB - Eco RI I 1 294 pb 
BglIIB-ls  |  |  154 pb 
2s-Eco RI |  1 188 pb 
2s-3s  |  1 101 pb 
3s - Eco RI I [H 111 pb 
GT-1 
Figure 21. Schéma des sondes utilisées pour les essais de retardement 
Représentation des sondes couvrant la région régulatrice spécifique aux UV-C. La ligne 
bleue sur la sonde 3s - Eco RI représente le site de liaison potentiel de la protéine GT-1. 
2.2.4.1 Liaison d'un facteur protéique 
Les premiers essais de retardement ont été effectués à l'aide de la sonde Bgl IIA - Eco RI 
de 384 pb qui couvre la totalité de la région identifiée comme régulant la réponse aux 
UV-C (figure 22A). Les résultats démontrent qu'il y a une liaison entre un facteur 
protéique et la sonde d'ADN lorsque les protéines utilisées proviennent de plantules non 
traitées aux UV-C, mais que cette liaison est absente lorsque les protéines proviennent de 
plantules irradiées à 20 kJ/m2. Il semble y avoir une seule liaison puisqu'on observe un 
seul retardement. Enfin, même si il semble y avoir une plus petite quantité de sonde libre 
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dans le puits (-) (figure 22A), la même quantité de sonde a été utilisée pour chaque essai 
et la différence peut être attribuable à la qualité de la photo. 
(-) n-t UV-C (-) n-t UV-C (-) n-t UV-C 
B C . 
Figure 22. Essais de retardement 
Pour chacun des 3 gels, (-) représente la sonde seule, n-t représente la sonde avec des 
protéines provenant de plantules non traitées aux UV-C et UV-C représente la sonde 
avec des protéines provenant de plantules irradiées à 20 kJ/m2. Pour le gel A, la sonde 
utilisée est Bgl II A - Eco RI, 384 pb, pour le gel B, la sonde utilisée est Bgl II A - Bgl II 
B et pour le gel C, la sonde utilisée est 2s - Eco RI. Chacun des gels est représentatif de 3 
essais. 
Afin de déterminer avec plus de précision le site de liaison du facteur protéique, des 
essais de retardement ont été effectués avec des sondes plus petites. La sonde de 384 pb a 
d'abord été coupée en 2 plus petites. La première fait 112 pb et représente la région située 
entre les sites de restrictions Bgl II A et Bgl II B et la seconde fait 294 pb et contient la 
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région située entre les sites de restrictions Bgl H B et Eco RI. Aucun retardement n'a été 
observé avec la sonde Bgl II A - Bgl II B (figure 22B), ce qui indique qu'il n'y a pas de 
liaison de protéine sur cette portion de la région régulatrice aux UV-C. La sonde Bgl II B 
- Eco RI n'a pas pu être utilisée puisqu'elle ne migrait pas dans le gel, possiblement à 
cause d'une structure secondaire (résultat non montré). Cette dernière a donc été de 
nouveau divisée en 2 sondes plus petites de 154 et 188 pb : Bgl IIB - si qui représente la 
région située près du site de restriction Bgl II B et 2s - Eco RI qui représente la région 
située près du site de restriction Eco RI. La sonde Bgl II B - ls n'a présenté aucun 
retardement lors des essais (résultat non montré). Par contre, on observe un retardement 
lorsque la sonde 2s - Eco RI est mise en contact avec des protéines nucléaires provenant 
de plantules non traitées aux UV-C (figure 22C). Le retardement est également présent 
lorsque la sonde est mise en contact avec des protéines nucléaires provenant de plantules 
irradiées à 20 kJ/m2, mais il est beaucoup plus faible que pour les plantules non traitées. 
Comme lors des essais avec la sonde de 384 pb, il semble y avoir un seul retardement, 
donc une seule liaison avec une protéine ou un complexe protéique sur la région 
régulatrice aux UV-C. 
2.2.4.2 Essais de compétition 
Des essais de compétition ont été effectués afin de vérifier si le retardement observé pour 
la sonde 2s - Eco RI est le même que celui de la sonde Bgl II A - Eco RI (figure 23). La 
s o n d e  m a r q u é e  a u  3 2 P  p o u r  c e s  e s s a i s  e s t  l a  s o n d e  2 s  -  E c o  R I ,  a l o r s  q u e  l a  s o n d e  B g l  I I A  
- Eco RI a été utilisée froide. Les résultats montrent que l'utilisation de la sonde froide 
Bgl II A- Eco RI diminue l'intensité du retardement observé (figure 23A). Il est donc 
probable que le retardement observé avec chacune des deux sondes soit causé par la 
même protéine ou le même complexe protéique. L'utilisation de la 2s - Eco RI froide 
comme compétitrice provoque également une diminution du retardement, mais cette 
diminution est moins importante que pour la sonde Bgl IIA - Eco RI (figure 23B). 
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Figure 23. Essais de compétition 
La sonde marquée est 2s - Eco RI. (-) représente la sonde seule, pour tous les autres puits, 
les protéines proviennent de plantules non traitées aux UV-C sauf pour UV-C qui 
représente la sonde avec des protéines provenant de plantules irradiées à 20 kJ/m2. 
Chacune des lettres représente la sonde froide utilisée pour la compétition. A, Bgl II A -
Eco RI; B, 2s - Eco RI; C, dimère de GT-1; D, 2s - 3s et E, 3s - Eco RI. Le gel est 
représentatif de 3 essais. 
Les essais de compétition ont également été utilisés pour déterminer plus précisément le 
site de liaison du facteur protéique qui cause le retardement. Pour ce faire, 2 sondes 
froides de 101 et 111 pb ont été utilisées : 2s - 3s qui représente la région en 5' de la 
sonde 2s - Eco RI et 3s - Eco RI qui représente la région en 3' de la sonde 2s - Eco RI. 
Les résultats montrent que les deux sondes froides provoquent une diminution de 
l'intensité du retardement, mais cette diminution est beaucoup plus marquée pour la 
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sonde 3s - Eco RI (figure 23E) que pour la sonde 2s - 3s (figure 23D). Enfin, un dimère 
représentant le site de liaison du facteur de transcription GT-1 (Ouwerkerk, 1999) a 
également été utilisé comme sonde froide afin de vérifier la possibilité que le retardement 
observé soit causé par GT-1 (figure 23C). Les résultats montrent que l'utilisation de cette 
sonde froide permet également une importante diminution du retardement. Le facteur 
GT-1 reste donc un candidat potentiel pour le retardement observé. 
Une région de 152 pb à l'intérieur de la sonde 2s - Eco RI a été divisée en 10 petites 
sondes de 22 paires de bases. Chacune des petites sondes se chevauchent sur 7 pb afin 
d'éviter de couper en deux un site de liaison potentiel pour le facteur protéique qui 
provoque le retardement. Chacune des petites sondes numérotées de Cl à C10 a été 
utilisée froide pour un essai de compétition avec la sonde 2s - Eco RI dans le but de 
préciser davantage le site de liaison du facteur protéique (figure 24). 
(-) n-t Cl C2 C3 C4 C5 (-) n-t C6 C7 C8 C9 CIO 
Figure 24. Essais de compétition avec les petites sondes 
La sonde marquée est 2s - Eco RI. (-) représente la sonde seule, n-t représente la sonde 
avec des protéines provenant de plantules non traitées aux UV-C. Les dix petites sondes 
utilisées sont numérotées Cl à C10. Les 2 gels sont représentatifs de 2 essais. 
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Les résultats montrent une diminution de l'intensité du retardement en 2 zones distinctes, 
la première pour les sondes Cl à C3 et la seconde pour les sondes C7 à CIO. Cela 
pourrait indiquer deux sites de liaisons pour des facteurs protéiques différents ou encore 
une protéine ou un complexe protéique qui se lie à plus d'un endroit sur l'ADN à cause 
de sa taille ou d'un repliement de l'ADN. D est intéressant de noter que le site de liaison 
potentiel du facteur de transcription GT-1 se trouve au niveau de la petite sonde C8, donc 
sur l'une des deux séquences qui provoquent une diminution du retardement. 
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CHAPITRE 3 
DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
La première partie de ce projet avait pour objectif de préciser le rôle de protection 
d'AtBI-l contre la MCP induite par différents stress. Pour y parvenir, l'implication 
d'AtBI-1 a été déterminée suite à des traitements aux UV-C, au méthyl viologène et au 
BAP sur des mutants nuls et des surexpresseurs d'AtBI-l. Le rôle de protection d'AtBI-l 
a pu être démontré pour deux de ces inducteurs, les UV-C et le méthyl viologène, mais 
pas dans le cas d'un traitement aux cytokinines. 
La suite du projet a permis l'identification d'une région régulatrice spécifique aux UV-C. 
Les analyses des gels à retardement effectuées à l'aide de sondes représentant cette région 
nous ont permis d'affirmer qu'une protéine ou un complexe protéique est en mesure de se 
lier à cette région régulatrice sous certaines conditions. Il reste encore plusieurs étapes 
afin d'identifier le facteur protéique impliqué dans cette liaison, mais des analyses bio­
informatiques nous ont offert quelques candidats potentiels. 
3.1 RÔLE DE PROTECTION D'AtBI-l LORS DE LA MCP 
Un traitement aux UV-C à des doses de 10 à 50 kJ/m2 provoque une MCP chez A. 
thaliana (Danon et al., 2004). Des résultats préliminaires ont permis de démontrer que 
cette MCP est accompagnée par une augmentation de l'expression d'AtBI-l (Djoumad, 
2009). Une augmentation de l'expression d'AtBI-l est notée suite à l'exposition à 
différents stress, par exemple la tunicamycine, et est souvent associée à un rôle de 
protection contre la MCP induite par ces stress (Watanabe et Lam, 2008b). Afin de 
déterminer si l'augmentation de l'expression du gène observée suite à une exposition aux 
UV-C peut être liée à un rôle de protection contre la MCP induite par les UV-C, un 
dosage de la chlorophylle a été effectué chez différents mutants d'A. thaliana. La perte de 
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la chlorophylle est beaucoup plus importante chez les mutants n'exprimant pas AtBI-1 
que pour le type sauvage col 0, ce qui suggère que la présence d'AtBI-1 assure une 
certaine protection contre la MCP induite par les UV-C. De plus, cette protection semble 
-y 
être dose dépendante puisqu'elle est perdue lors d'un traitement à 50 kJ/m , une très forte 
dose. Toutes ces observations indiquent qu'AtBI-1 est en mesure de protéger la plante 
contre la MCP induite par les UV-C lors d'un stress modéré. Par ailleurs, la surexpression 
d'AtBI-1 n'apporte pas de protection supplémentaire contre les UV-C. Cette observation 
a également été faite lors de l'induction de la RH ou de la MCP induite suite à une 
blessure ou un choc thermique (Sanchez et al., 2000; Kawai-Yamada et al., 2009). Cela 
pourrait indiquer que le niveau d'expression basale du gène chez le type sauvage est déjà 
suffisant ou en excès pour exercer son rôle de protection. Cependant, bien que 
l'expression du gène AtBI-1 soit respectivement trois et deux fois plus importante chez 
35S :: BI-1 et NW166/WT, la quantité de protéine n'a pas été mesurée. Il est donc 
possible que l'augmentation de l'expression du gène n'entraîne pas d'augmentation au 
niveau de la quantité de protéine, ce qui pourrait expliquer l'absence de protection 
supplémentaire pour les lignées surexprimant AtBI-1. 
Les UV-C causent de nombreux dommages à l'ADN (Takeuchi et al., 2007). Plusieurs 
mutants au niveau des différents mécanismes de réparation des dommages à l'ADN, 
uvhl, uvh3, uvhô, et uvr2, sont plus sensibles que le type sauvage à une MCP causée par 
un traitement aux UV-C (Landry et al., 1997; Liu et al., 2003). Le niveau d'expression 
AtBI-1 suite à une irradiation aux UV-C est semblable pour ces mutants et le type 
sauvage. Cette observation indique qu'il est peu probable qu'AtBI-1 exerce son rôle de 
protection en passant par les mécanismes de réparation de l'ADN déficients chez ces 
mutants. D serait toutefois intéressant de surexprimer AtBI-1 chez ces mutants afin de 
vérifier s'il peut contrer les effets du mauvais fonctionnement d'un mécanisme de 
réparation de l'ADN. 
Le rôle de protection d'AtBI-1 contre la MCP a également été testé contre le méthyl 
viologène. Ce dernier provoque une MCP chez A. thaliana, notamment grâce à une 
importante production de ROS (Chen et Dickman, 2004). Nos tests de germination sur 
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0,5 jiM de méthyl viologène montrent que les mutants n'exprimant pas AtBl-1 sont plus 
sensibles au méthyl viologène que la lignée de type sauvage. Cela suggère un rôle de 
protection pour AtBI-1 contre la MCP induite par le méthyl viologène. De plus, tout 
comme pour les UV-C, la surexpression d'AtBI-1 n'apporte pas de protection 
supplémentaire contre le méthyl viologène, ce qui indique que le niveau basai 
d'expression du gène et de son produit est suffisant pour assurer ce rôle de protection. 
Puisque le méthyl viologène et les UV-C induisent une MCP suite à un stress oxydatif, il 
est possible d'émettre l'hypothèse que le rôle de protection d'AtBI-1 contre la MCP 
induite par ces deux stress soit possible via une plus grande tolérance aux ROS. 
Cependant, les niveaux d'expression d'AtBI-1 ne sont pas significativement différents 
entre le mutant rcdl qui est résistant au méthyl viologène et aux UV-B grâce à sa faible 
sensibilité aux ROS (Belles-Boix et al., 2000; Fujibe et al., 2004) et le type sauvage. Cela 
indique qu'il est peu probable qu'AtBI-1 soit impliqué dans la résistance du mutant rcdl. 
Enfin, plusieurs études ont rapporté que la surexpression d'AtBI-1 n'aidait pas à diminuer 
la quantité de ROS produite suite à un stress oxydatif (Baek et al., 2004; Kawai-Yamada 
et al., 2004; Watanabe et Lam, 2006). Il serait donc intéressant de mesurer le niveau de 
ROS après un traitement au méthyl viologène ou aux UV-C pour confirmer que le rôle de 
protection d'AtBI-1 contre la MCP n'est pas causé par une diminution du stress oxydatif 
produit par ces deux inducteurs, mais possiblement par une tolérance accrue à ce stress. 
Le rôle de protection d'AtBI-1 a finalement été mesuré suite à un traitement aux 
cytokinines. Cette phytohormone est en mesure de provoquer une MCP chez les 
suspensions cellulaires d'A thaliana suite à un traitement à des doses de BAP d'au moins 
8 nM (Carimi et al., 2003). Chez le tabac, un traitement au BAP à faible dose (0.1 à 10 
|iM) provoque une accumulation de la protéine NtBI-1 alors que la quantité d'ARNm 
reste stable. Au contraire, une forte dose de BAP (25 à 50 |iM) amène une grande 
accumulation d'ARNm, mais très peu d'accumulation de la protéine (Bolduc et al., 
2007). Les auteurs suggèrent que NtBI-1 pourrait avoir un rôle de protection qui permet 
aux cellules de survivre à un stress modéré causé par le BAP. Pour vérifier si ce rôle de 
protection est reproductible chez A. thaliana, la quantité de chlorophylle a été mesurée 
suite à deux types de traitements au BAP. À une dose de 15 fiM de BAP, la quantité de 
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chlorophylle est semblable pour tous les types de plantules, peu importe le niveau 
d'expression d'AtBI-l et ce, qu'elles aient germé directement sur BAP ou qu'elles aient 
été transférées après 4 jours. Le taux de germination est également équivalent pour toutes 
les lignées étudiées. Il semble donc qu'AtBI-l n'offre pas de protection contre la MCP 
induite par BAP dans les conditions utilisées. D serait cependant intéressant de répéter 
l'expérience avec une dose de BAP plus faible (8 pM) afin de vérifier s'il y a une 
protection pour des doses plus modérées. De plus, réaliser un dosage de la protéine AtBI-
1 par immunoblot de type Western permettrait une meilleure comparaison avec les 
résultats obtenus par Bolduc et al., 2007. 
3.2 IDENTIFICATION D'UNE RÉGION RÉGULATRICE SPÉCIFIQUE AUX 
UV-C POUR LE PROMOTEUR D'AtBI-1 
Un traitement aux UV-C induit une augmentation de l'expression $ AtBI-l (Djoumad, 
2009). Cette augmentation a été quantifiée par RT-qPCR pour nous permettre d'obtenir la 
courbe d'expression & AtBI-l suite à une irradiation aux UV-C. Afin d'identifier une 
région régulatrice spécifique aux UV-C, différentes constructions comprenant le 
promoteur d'AtBI-l tronqué et couplé au gène rapporteur GUS ont été utilisées. Pour 
permettre une bonne comparaison de l'expression des deux gènes, le gène GUS de la 
construction comprenant le promoteur complet devait avoir la même courbe d'expression 
que le gène AtBI-l suite à une irradiation aux UV-C. La quantification par RT-qPCR a 
permis de conclure que cette construction est un bon modèle puisque le niveau 
d'expression et la courbe de GUS sont semblables à ceux observés pour AtBI-l suite à un 
traitement aux UV-C. L'expression de GUS chez les autres constructions a donc pu être 
comparée à celle du promoteur complet. 
La comparaison de l'expression de GUS chez les constructions contenant le promoteur 
d'AtBI-l tronqué a amené l'identification d'une région impliquée dans la régulation par 
les UV-C. La courbe d'expression de GUS chez les deux premières constructions, Bgl II 
A et Bgl II B, est très semblable à celle du promoteur complet. Par contre, l'expression 
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basale du gène augmente avec chacune des délétions, ce qui indique qu'il y a perte d'une 
partie de la régulation. Pour les constructions Eco RI et Hind III, la courbe d'expression 
de GUS est complètement perdue et l'expression du gène est très élevée même en 
absence de traitement aux UV-C. Ces observations correspondent à celles obtenues par 
Djoumad, 2009 lors de tests histochimiques. La région régulatrice identifiée se trouve 
donc entre les sites de restriction Bgl II A et Eco RI puisqu'on commence à noter un 
changement de l'expression de GUS au niveau de la première délétion. De plus, la perte 
de la régulation semble maximale à partir de la construction Eco RI. En effet, tronquer 
davantage le promoteur n'amène aucun changement au niveau de l'expression du gène, 
ce qui indique que la perte de la régulation est totale. 
L'augmentation de l'expression basale du gène suggère une régulation négative. En 
condition normale, le gène AtBl-1 est probablement réprimé par la présence d'un 
inhibiteur ou l'absence d'un facteur essentiel à sa transcription. Le traitement aux UV-C 
permettrait alors l'expression du gène en levant cette inhibition. Cette situation est 
présente pour de nombreux gènes impliqués dans des mécanismes de défense (Kazan, 
2006). Par exemple, l'expression du gèneAtPT2 (phosphate transporter-2) augmente lors 
d'une carence en phosphate. Cette augmentation est provoquée par la disparition d'un 
facteur nucléaire qui lie normalement la région régulatrice du gène (Mukatira et al., 
2001). Des essais de retardement avec la région régulatrice spécifique aux UV-C nous ont 
permis de constater la présence d'un tel facteur nucléaire sur cette région. 
Les essais de retardement réalisés à l'aide de la sonde correspondant à la totalité du 
fragment Bgl II A - Eco RI a permis de constater la présence d'un retardement en 
conditions normales et la perte de ce dernier suite à un traitement aux UV-C. La présence 
d'une bande unique nous permet de supposer que ce retardement est provoqué par la 
liaison de la région régulatrice aux UV-C à une seule protéine ou un seul complexe 
protéique. La disparition du retardement après le traitement aux UV-C permet de poser 
l'hypothèse que le facteur nucléaire impliqué dans la liaison est un régulateur de 
transcription qui inhibe l'expression d'AtBI-I en conditions normales. Cela concorderait 
avec les résultats d'expression de GUS et la présence d'une régulation négative. 
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Toutefois, il est possible que la disparition du retardement ne soit pas liée à la régulation 
par les UV-C puisqu'une irradiation aux UV-C provoque une diminution de la quantité de 
protéines contenues dans les cellules (Maharaj et al., 2010). D est trop tôt pour exclure la 
possibilité que le retardement soit provoqué par une protéine sensible aux UV-C, mais 
sans lien avec l'expression d'AtBI-1. Cependant, l'identification de la protéine ou du 
complexe protéique impliqué dans cette liaison permettrait de répondre à cette question. 
Les essais de retardement ont également été utilisés pour préciser davantage où se situe la 
région régulatrice spécifique aux UV-C au niveau de la région 5' non-transcrite du gène 
AtBI-1. L'utilisation de sondes plus petites a permis de déterminer que la région qui lie le 
facteur nucléaire se trouve entre les sites de restriction Bgl H B et Eco RI, plus près de ce 
dernier, au niveau de la sonde 2s - Eco RI. Puisque le marquage de sondes encore plus 
petites est plutôt difficile, une série de petites sondes de 22 pb couvrant la sonde 2s - Eco 
RI ont été utilisées froides pour des essais de compétition qui montrent une diminution du 
retardement à deux endroits. Cela pourrait indiquer la présence de deux sites de liaison 
pour une protéine ou un complexe protéique, possiblement à cause de sa taille ou d'un 
repliement de l'ADN. Il pourrait également s'agir de sites de liaison pour deux protéines 
distinctes, mais cette hypothèse est peu probable puisqu'un seul retardement est observé 
avec les sondes plus longues. Une fois que le facteur protéique impliqué dans la liaison 
sera purifié, il sera possible de déterminer précisément le ou les sites de liaison à l'ADN 
grâce à une empreinte à la DNAse ou aux radicaux d'hydroxyle (Hampshire et al., 2007), 
ce qui permettra de déterminer avec précision les limites de la région régulatrice 
spécifique aux UV-C. 
L'analyse de la région régulatrice spécifique aux UV-C faite à l'aide de deux logiciels 
bio-informatiques a permis d'identifier certaines caractéristiques de cette portion d'ADN. 
Plusieurs des motifs identifiés à l'aide de Promomer (: www.bar.utoronto.ca/ntools/cgi-
bin/BAR Promomer.cgi) se retrouvent dans des éléments régulateurs liés à la lumière et 
au stress. Ces motifs pourraient donc être importants au niveau de la régulation par les 
UV-C qui est un important stress lumineux. Bien qu'il s'agisse de la plus grande liste de 
cis-élément disponible, cette dernière n'est pas exhaustive et de nouveaux éléments 
régulateurs pourraient y être ajoutés à l'aide d'autres logiciels de recherche comme 
ATCOECIS (http://bioinformatics.psb.ugent.be/ATCOECIS/). Les sites de liaison de 
facteurs de transcription identifiés avec AthaMap (www.athamap.de/index.php) sont 
également très intéressants. Plusieurs de ces facteurs de transcription sont impliqués dans 
les réponses aux stress. Certains, comme NtERF2, sont particulièrement intéressants 
puisque deux facteurs ERF d'A. thaliana, AtERF4 et AtERF7, sont impliqués dans la 
régulation négative de stress comme l'éthylène et la sécheresse (Kazan, 2006). Toutefois, 
l'emplacement de ce site de liaison ne correspond pas à la séquence de la sonde 2s - Eco 
RI pour laquelle on observe un retardement. Le facteur de transcription ayant retenu notre 
attention est donc GT-1. La protéine GT-1 est en mesure de lier l'ADN sous forme de 
dimère au niveau du motif GGTTAA (Hiratsuka et al., 1994). D'abord identifié comme 
un facteur nucléaire liant les promoteurs répondant à des stimuli lumineux, il a également 
été démontré que GT-1 était impliqué dans la régulation par les UV-C de certains gènes, 
notamment la tryptophane décarboxylase (Tdc) (Raikhel, 1992; Ouwerkerk et al., 1999). 
La séquence consensus de GT-1 a été utilisée pour des essais de compétition sur des gels 
à retardement et cette sonde cause une diminution du retardement. De plus, le site de 
liaison de GT-1 se trouve à l'intérieur de l'une des deux zones où le retardement est 
diminué lors des essais de compétition avec les petites sondes froides. Bien que l'absence 
du facteur GT-1 semble réprimer l'expression de Tdc suite à un traitement aux UV-C, les 
éléments GT sont reconnus pour moduler les gènes dépendant de la lumière de façon à la 
fois positive et négative (Villain et al., 1996). Il est donc possible que ce facteur de 
transcription soit impliqué dans la régulation de l'expression d'AtBI-1 par les UV-C 
même si la délétion de son site de liaison provoque une augmentation de l'expression du 
gène plutôt qu'une diminution. La protéine GT-1 est donc un candidat intéressant pour la 
liaison au promoteur d'AtBl-1 puisqu'elle a un rôle connu dans la régulation par les UV-
C et qu'elle possède un site de liaison qui correspond à la région où le retardement est 
observé. Il serait possible de vérifier s'il s'agit bien du facteur liant la région régulatrice 
spécifique aux UV-C en provoquant un super-retard sur un gel à retardement à l'aide 
d'un anticorps spécifique contre la protéine GT-1. Le facteur protéique impliqué pourrait 
également être identifié à l'aide d'un protocole proposé par Stead et McDowall, 2007, qui 
79 
combine un gel à retardement, une électrophorèse en condition dénaturante et une 
identification par spectrométrie de masse. 
3.3 CONCLUSION 
AtBI-1 est en mesure de protéger la plante contre la MCP induite par certains stress. Ce 
projet avait pour premier objectif de préciser ce rôle de protection au niveau de trois 
agents stressants. Le rôle de protection d'AtBI-1 a été démontré contre la MCP induite 
par les UV-C et le méthyl viologène. De plus, la protection est dose-dépendante dans les 
deux cas. D semble donc que la protection apportée par AtBI-1 permette d'assurer la 
survie des cellules suite à un stress modéré. Les mécanismes d'action par lesquels AtBI-1 
assure cette protection commencent à être bien documentés, mais ce n'est pas le cas des 
mécanismes de régulation du gène. Dans la perspective d'en apprendre davantage sur la 
régulation à*AtBI-1, le deuxième objectif de ce projet avait pour but de caractériser une 
région du promoteur d'AtBl-1 qui semble spécifique à la régulation par les UV-C. Une 
région d'environ 188 pb sur la portion 5' non-transcrite du gène AtBI-1 a été identifiée 
comme importante dans la régulation par les UV-C. Cette région serait impliquée dans la 
régulation négative du gène. De plus, nous avons démontré qu'un facteur nucléaire peut 
lier cette région régulatrice en conditions normales, mais pas suite à un traitement aux 
UV-C. L'identification de cette protéine ou ce complexe protéique permettra de 
déterminer si cette liaison est liée à la régulation d'AtBI-1 et donc d'en apprendre un peu 
plus sur la régulation de ce gène. 
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ANNEXE 1 
Ca+b = (7.15 + 18.71 AtAf.) * V où C = chlorophylle 
FW A = absorbance 
V = volume (ml) 
FW = masse fraîche 
Formule 1. Contenu en chlorophylle (mg/gFW) 
g _ jq-1/pente 
Formule 2. Efficacité des amorces 
Ratio = fEpw ,..^ACT(contro' traité) où E = efficacité des amorce 
•r; \ ACT(control - traité) 
l^gène témoin/ 
Formule 3. Calcul de l'expression relative d'un gène 
ANNEXE 2 
Tableau 7. Programme utilisé pour la RT-PCR 
Cycle l(lx) 95 °C 4 min 
Cycle 2 (30x) 95°C 30 sec 
60°C 30 sec 
72°C 2 min 
Cycle 3 (lx) 72°C 10 min 
Tableau 8. Programme utilisé pour la RT-qPCR 
Cycle l(lx) 50°C 2 min 
Cycle 2 (lx) 95°C 10 min 
Cycle 3 (40x) 95°C 15 sec 
60°C 1 min 
Cycle 4 (lx) Courbe de dissociation 15 sec 
60 à 95°C par degré 
ANNEXE 3 
Tableau 9. Liste des éléments régulateurs qui contiennent les éléments-cis retrouvés 
dans la région identifiée comme régulatrice aux UV-C 
3AF1BOXPSRBCS3 AGATCONSENSUS 
20NTNTNOS AGL1ATCONSENSUS 
23BPZM27KDAZEIN AGL2ATCONSENSUS 
27BPDRCONSENSUSPS25S AGL3ATCONSENSUS 
AACAOSGLUB1 AGMOTIFNTMYB2 
ABADESI1 ALF2NTPARB 
ABAREG2 AMMORESIVDCRNIA1 
ABASEED1 AMMORESIIUDCRNIA1 
ABRE2HVA1 ARE1 
ABRE2HVA22 ARR1AT 
ABRE3HVA1 AS1CAMV 
ABRE30SRAB16 AS 1LIKECSHPRA 
ABREA2HVA1 ASF1ATNOS 
ABREATCONSENSUS AUXRETGA2GMGH3 
ABREATRD22 BOX1PSGS2 
ABREAZMRAB28 BOX2PSGS2 
ABREBNNAPA BOXBPS AS 1 
ABREMOTIFAOSOSEM BOXIINTPATPB 
ABREMOTIFIOSRAB16B BOXIIPCCHS 
ABREOSRAB21 BOXINTPATPB 
ABRETAEM C1MOTIFZMBZ2 
ABREZMRAB28 CAREOSREP1 
ACGTAB REMOTIFA20SEM CARGCW8GAT 
ACGTROOT1 CARGNCAT 
ACGTSEED3 CELLCYCLESC 
AGAMOUSATCONSENSUS CEREGLUBOX1PSLEGA 
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CGF1ATCAB2 IDRSZMFER1 
CIACADIANLELHC JERECRSTR 
COREOS LEGUMINBOXLEGA5 
CPRFPCCHS LREBOXIIPCCHS1 
CTRMC AMV35S LRENPCABE 
CYTOSITECSHPRA MARCEN3 
DPBFCOREDCDC3 MARTBOX 
E2FAT MEJ ARELELOX 
EBOXBNNAPA MRNASTA1CRPSBD 
ELRE2PCPAL1 MRNASTA2CRPSBD 
ELRENTCHN50 MYB2AT 
EMBP1TAEM MYB2CONSENSUSAT 
GADOWNAT MYCCONSENSUSAT 
GAGA8HVBKN3 NDEGMSAUR 
GAGAGMGSA1 NODCON2GM 
GARE2 NONAMERATH4 
GAREHVAMY1 OBF5ATGST6 
GBOXIONT OCETYPEINTHISTONE 
GBOXLERBCS OCSELEMENTAT 
GBOXPC OCSENHANMOTIFAT 
GB OXRELOS AM Y 3 OCSGMGH24 
GBOXSORBCS1 OCSGMHSP26A 
GLUTAACAOS OPAQUE2ZMB32 
GLUTEBP20S OSE2ROOTNODULE 
GREGIONNTPRB1B PALBOXLPC 
HEXAT PALBOXPPC 
HSE PE1ASPHYA3 
HSELIKENTACIDICPRl PE3ASPHYA3 
HY5AT QARBNEXTA 
IBOXLSCMCUCUMISIN RBENTGA3 
IDE2HVIDS2 RGATAOS 
RSEPVGRP1 TGA1ANTPR1A 
RSEPVGRP18 TOPOISOM 
RSRBNEXTA TRANSINITDICOTS 
SARECAMV TRANSINITMONOCOTS 
SE2PVGRP1 UP1ATMSD 
SGBFGMGMAUX28 VOZATVPP 
SURE1STPAT21 WARBNEXTA 
SUREAHVISO1 ZDNAFORMDSfGATCAB 1 
TACBBFNTEAS4 
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